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AVALIACAO ULTRASSONOGRAFICA E ELASTOGRAFICA DO SISTEMA
NERVOSO CENTRAL EM FETOS CANINOS BRAQUICEFALICOS

RESUMO - Os objetivos deste estudo foram avaliar as caracteristicas
ultrassonogréaficas (modo-B e da elastografia) das estruturas do sistema nervoso
central (SNC) de fetos caninos, como método complementar para predizer a idade
gestacional, avaliar o desenvolvimento dos conceptos, estabelecer padrbes de
normalidade e auxiliar no diagnostico de anormalidades gestacionais. Foram
utilizadas 26 cadelas braquicefalicas, da raca Bulldog Inglés, com idade entre um e
quatro anos e meio. Os exames ultrassonograficos foram realizados em trés
momentos da gestacdo, aos 34, 49 e 60 dias, com o aparelho ACUSON
S2000/SIEMENS e transdutor multifrequencial matricial e linear de 9,0 MHz. Foram
avaliados trés fetos de cada fémea. Verificou-se a presenca da massa cerebral fetal,
seu formato em corte transversal, ecotextura e ecogenicidade, presenca e
mensuracao da translucéncia nucal (TN). O cerebelo foi avaliado em corte transversal,
verificando-se seu formato, ecotextura, ecogenicidade e comprimento do seu eixo
maior. A elastografia foi aplicada ao tecido fetal cerebral e cerebelar obtendo-se
velocidades médias de cisalhamento (m/s) e elastogramas. O delineamento
experimental foi em blocos casualizado (cadelas), com parcelas subdivididas no
tempo (dias gestacionais), e a analise estatistica foi realizada pela analise de variancia
(ANOVA) com medidas repetidas no tempo. Das 26 ninhadas estudadas, 18 tiveram
somente fetos saudaveis, 4 apresentaram fetos com anasarca, 3 apresentaram fetos
com defeitos da parede abdominal e 1 apresentou os dois tipos de alteracao. A TN foi
maior (P=0,0249) nos fetos das cadelas que apresentaram anasarcas na ninhada
(1,8+0,77 mm) em relacdo as ninhadas normais (1,4+0,48 mm), e de acordo com a
analise ROC o valor de corte para a presenca de anasarca foi de TN>1,45 mm
(sensibilidade=61,54%, especificidade=70,18%). O cerebelo apresentou formato de
‘banana”, com bordas mais ecogénicas, ecotextura homogénea e hipoecoico em
relacéo aos tecidos adjacentes. O diametro transversal cerebelar (DTC) no dia 60 foi
maior que no dia 49 (P=0,0001). A rigidez tecidual do cerebelo foi maior aos 60 dias
guando comparada com 49 dias (P=0,0006). A SWV da massa cerebral apresentou
um aumento gradativo (P=0,0001) nos trés momentos gestacionais avaliados e
correlacionou-se positivamente com dias para o parto (DPP) (P=0,0001). De acordo
com o elastograma, tanto o cérebro quanto o cerebelo tornaram-se mais rigidos com
0 avanco dos dias gestacionais. Conclui-se que a mensuracao da espessura da TN
no 34° dia gestacional apresentou potencial diagnostico para o desenvolvimento de
fetos com anasarca durante a gestacdo de cadelas. Com as caracteristicas
ultrassonograficas do cerebelo e da massa cerebral, a mensuracdo do DTC e a
elastografia do sistema nervoso central foi possivel acompanhar o desenvolvimento
dos conceptos e estabelecer padrdes de normalidade.

Palavras-chave: ARFI, cao, cerebelo, cérebro, translucéncia nucal



ULTRASONOGRAPHIC AND ELASTOGRAPHIC EVALUATION OF THE
CENTRAL NERVOUS SYSTEM IN BRACHICEPHALIC CANINE FETUS

ABSTRACT - The objectives of this study were to evaluate the ultrasound (B-mode
and elastography) characteristics of canine fetal central nervous system structures as
complementary method to predict gestational age, to evaluate the development of the
fetuses, to establish normality patterns and to assist in diagnosis of gestational
abnormalities. Twenty-six brachycephalic female dogs of the English Bulldog breed,
aged between one and four and a half years were used. Ultrasound examinations were
performed at three gestational moments, at 34, 49 and 60 gestation days, with the
ACUSON S2000 / SIEMENS device and a 9.0 MHz matrix and linear multifrequency
transducer. Three fetuses of each female were evaluated. The presence of fetal brain
mass, its cross-sectional shape, echotexture and echogenicity, presence and
measurement of nuchal translucency (TN) were verified. The cerebellum was
evaluated in cross-section, verifying its shape, echotexture, echogenicity and length of
its major axis. Elastography was applied to the fetal brain and cerebellar tissue to
obtain mean velocities and elastograms. The experimental design was randomized in
blocks (bitches) with plots subdivided in time (gestational days) and statistical analysis
was performed by analysis of variance (ANOVA) with repeated measures over time.
Of the 26 litters studied, 18 had only healthy fetuses, 4 had fetuses with anasarca, 3
had fetuses with abdominal wall defects, and 1 had both types of alterations. The TN
was higher (P=0.0249) in the fetuses of bitches that presented anasarcas in the litter
(1.8 £ 0.77 mm) in relation to the normal litters (1.4 + 0.48 mm), and according to ROC
analysis the cohort value for the presence of anasarca was TN>1.45 mm
(sensitivity=61.54%, specificity=70.18). The cerebellum was “banana shaped”, with
more echogenic edges, homogeneous and hypoechoic echotexture in relation to
adjacent tissues. The transverse cerebellar diameter (TCD) on day 60 was greater
than on day 49 (P=0.0001). Cerebellar tissue stiffness was higher at 60 days compared
to 49 days (P=0.0006). Brain mass SWV showed a gradual increase (P=0.0001) in the
three gestational moments evaluated and was positively correlated with days before
parturition (DBP) (P=0.0001). According to the elastogram, both the brain and
cerebellum became more rigid as gestational days progressed. In conclusion, the
measurement of TN thickness on the 34th day of gestation demonstrated potential for
diagnosis for the development of anasarca fetuses during bitches' gestation. The
sonographic characteristics of the cerebellum and brain mass, the measurement of the
DTC and the elastography of the central nervous system made it possible to verify the
development of the concepts and to determine normality patterns.

Keywords: ARFI, dog, cerebellum, brain, nuchal translucency



CAPITULO 1 — Consideracdes gerais

1. Introducéo

Os primeiros estudos que utilizaram a ecobiometria cerebral em fetos caninos
mediram a vesicula diencéfalo-telencefalica, uma porcdo do encéfalo, e
correlacionaram-na com dias gestacionais (Beccaglia e Luvoni, 2004; Beccaglia et al.,
2008). Mais tarde, por meio da ultrassonografia foi possivel identificar, avaliar e
acompanhar o desenvolvimento da massa cerebral e, a partir dessas analises,
diagnosticar precocemente malformacdes fetais como a hidrocefalia (Feliciano et al.,
2013). Com o desenvolvimento de aparelhos de ultrassom mais modernos e imagens
de melhor qualidade e resolucdo, essa pratica vem se tornando viavel a rotina clinica
na obstetricia veterinaria.

O desenvolvimento cerebral canino foi avaliado pela ressonancia magnética
durante o periodo neonatal e tanto o cérebro quanto o cerebelo apresentaram
diferencas marcantes quando comparados com essas mesmas estruturas de animais
adultos (Gross et al., 2010). Apesar da escassa literatura, pode-se inferir que essa
evolucdo se inicie durante o periodo embrionario/fetal e que o0 exame
ultrassonografico possa fornecer informacdes relevantes, sendo uma técnica mais
acessivel.

Em mulheres, é realizada no primeiro trimestre da gestacdo a mensuracao
ultrassonografica da translucéncia nucal (TN). Tal avaliacdo € um método eficaz na
triagem da trissomia 21 e outras sindromes, estabelecendo se é necessario realizar
exames mais invasivos (amniocentese e amostragem de vilosidades coribnicas), além
de sugerir ainterrupcao da gestacao (Nicolaides et al., 2002). Por esses motivos, pode
ser considerado o exame mais importante e esperado do pré-natal em humanos,
entretanto ainda nao foi descrito em cées. Outra medida ultrassonografica aplicada
em fetos humanos, mas que ndo é executada em céaes, € o diametro transversal
cerebelar que, dentre suas finalidades, permite estimar a idade gestacional com maior
precisdo quando comparada aos demais parametros biométricos (Holanda-Filho et al.,
2011).



Também em humanos, a técnica elastografica do Virtual touch tissue
guantification (VTTQ) aplicada em tecidos fetais foi capaz de detectar anormalidades
no desenvolvimento do parénquima cerebral (Zheng et al., 2016). Ja em babuinos,
sugeriu-se que possibilitaria estimar a maturacdo de 6rgaos fetais, entre eles o
cérebro (Quarello et al.,, 2015). Em caninos, ndo foram encontrados estudos
descrevendo a utilizacdo desta técnica na avaliacdo pré-natal do sistema nervoso
central (SNC) dos conceptos. Espera-se que a avaliacdo elastografica dos
parénquimas cerebral e cerebelar seja uma ferramenta complementar ao
acompanhamento gestacional ultrassonografico como mais um método de
determinacdo de maturacao fetal e proximidade do parto. Além disso, estabelecendo
padrbes de normalidade para a técnica, serd possivel diagnosticar precocemente
alteracdes nessas estruturas do SNC e assim sugerir a viabilidade e/ou os riscos
gestacionais.

Dessa forma, nota-se escassez de estudos em cadelas gestantes que utilizem
tanto técnicas mais recentes de ultrassonografia quanto avaliagbes ja bem
estabelecidas em humanos, sendo estes métodos nao invasivos e capazes de auxiliar
na determinacdo do momento do parto, no diagnostico de malformacdes e no
acompanhamento do desenvolvimento fetal.

O objetivo principal do presente estudo foi avaliar as caracteristicas
ultrassonograficas (modo-B e elastografia) das estruturas do sistema nervoso de fetos
caninos como métodos complementares para predizer a idade gestacional,
acompanhar o desenvolvimento dos conceptos, estabelecer padrdes de normalidade
e auxiliar no diagnéstico de anormalidades gestacionais. Os objetivos especificos
foram: avaliar as caracteristicas ecotexturais e ecogenicidade das estruturas cerebrais
e cerebelar dos fetos caninos durante a gestacéo; determinar valores biométricos do
sistema nervoso central e construir férmulas que auxiliem na predicdo da idade
gestacional ultrassonografica mediante estes parametros; estabelecer padrdes da
rigidez cerebral e cerebelar por meio da elastografia Acoustic Radiation Force Impulse

(ARFI) e correlacionar os achados com o desenvolvimento gestacional.

2. Revisao de Literatura



2.1 Embriologia do SNC

O SNC ¢ formado pela medula espinhal e pelo encéfalo. O encéfalo localiza-se
na cavidade craniana, fica envolto pelo liquido cerebrospinal e € dividido
macroscopicamente em ceérebro, cerebelo e tronco encefdlico. Nos cées
braquicefalicos os hemisférios cerebrais localizam-se nas partes frontal e parietal do
cranio, mais superficialmente quando comparados aos mesaticefalicos. O cerebelo
posiciona-se caudalmente ao cérebro e € composto pelos hemisférios cerebelares
laterais e pelo vérmis, uma crista sagital mediana. Suas fun¢des estdo relacionadas
ao equilibrio e a coordenacdo dos musculos esqueléticos (Konig et al., 2016).

O sistema nervoso se origina da ectoderme durante o periodo embrionério, que
nos caes se inicia com a implantacdo uterina, cerca de 19 dias apés o pico do
horménio luteinizante (LH), e termina quando a organogénese se completa,
aproximadamente no 35° dia. O desenvolvimento do embrido ocorre na diregao
cefalocaudal e a diferenciacdo anatomica é maior a partir do 30° dia apds o pico de
LH (Pretzer, 2008).

2.2 Ultrassonografia gestacional

A ultrassonografia € a ferramenta mais empregada no pré-natal de fémeas
caninas, pois permite diagnosticar precocemente a gestacéo, avaliar a viabilidade fetal
e estimar a idade gestacional de forma eficaz e néo invasiva (Nepomuceno et al.,
2013).

Para acompanhar a viabilidade gestacional, a frequéncia cardiaca fetal € um
dos principais parametros utilizados na rotina veterinaria. Tal avaliacdo também
permite indicar a proximidade do parto e determinar 0 momento de se realizar uma
cesariana com maior seguranca para a sobrevivéncia da ninhada, evitando
intervencdes cirdrgicas prematuras e consequentemente morte neonatal decorrente
de imaturidade (Gil et al., 2014).

Para o estudo do desenvolvimento craniano e cerebral de fetos caninos, o
diametro biparietal (DBP), a visibilizacdo da massa cerebral, a determinacdo dos
indices de massa e volume cerebrais e a avaliacdo da sua vascularizacado (artéria

cerebral média) sdo parametros ultrassonograficos importantes para predizer idade



gestacional e avaliar o sistema nervoso central dos conceptos em cadelas (Teixeira et
al., 2009; Feliciano et al., 2013).

Antes do 30° dia, contado a partir do pico de LH, é possivel identificar no exame
ultrassonogréafico apenas uma area anecoica da cabeca, sem determinar as estruturas
(Pretzer, 2008). Segundo Feliciano et al. (2013), em um dos poucos relatos de
avaliacdo ultrassonografica do SNC de fetos caninos, a ultrassonografia é aplicavel a
partir do 30° dia de gestacdo, quando a massa cerebral comeca a ser visibilizada no
cranio em seus cortes sagital e transversal.

A TN e o diametro transversal cerebelar (DTC) sao parametros
ultrassonogréficos de avaliacdo dos fetos humanos no primeiro e segundo trimestres
gestacionais, respectivamente (McLeary et al., 1984; Nicolaides et al., 1992), mas
ainda né&o descritos em veterinaria.

A TN € um acumulo de liquido subcutaneo na regido posterior do pescoco do
feto (Bakker et al., 2014). Sua medida é obtida em corte sagital médio e consiste na
espessura maxima da translucéncia subcutanea sobre a coluna cervical. A incidéncia
de anormalidades fetais esta relacionada com essa medida e incluem a trissomia do
cromossomo 21, a sindrome de Turner e outras anormalidades cromossémicas bem
como malformacdes e sindromes genéticas. Valores de TN iguais ou maiores que 3
mm foram definidos como marcadores de anormalidade cromossomal em humanos,
cujo diagnostico era confirmado por meio de amniocentese ou amostragem de
vilosidades coribnicas guiadas por ultrassom (Nicolaides et al., 1992; Molina et al.,
2006).

Existe um periodo adequado para realizar a mensuracédo da TN, uma vez que
a idade gestacional influencia na sua espessura, sendo possivel até a 15% semana.
Os riscos a gestacao sao proporcionalmente relacionados ao grau de aumento da TN.
Apesar de terem sido estabelecidos diversos valores de referéncia ao longo dos anos,
estipulou-se que devem ser consideradas elevadas as medidas maiores que 3,5 mm.
A fisiopatologia do aumento da TN permanece indeterminada, mas as principais
hipéteses se baseiam em insuficiéncia cardiaca ou em atraso no desenvolvimento do
sistema linfatico como causas do acumulo de liquido na regido da nuca (Bakker et al.,
2014).



Valores aumentados de TN entre a 102 e a 142 semanas de gestacdo em
humanos (Hyett et al., 1997) sugerem gravidez de alto risco, podendo estar
relacionados a aborto espontaneo, morte intrauterina e anormalidades estruturais,
principalmente cardiacas, mesmo em fetos cariotipicamente normais e torna
obrigatério o acompanhamento intimo da gravidez, incluindo a ecocardiografia fetal
especializada (Michailidis e Economides, 2001).

De acordo com o International Society of Ultrasound in Obstetrics and
Gynecology (ISUOG), o DBP deve compor a ultrassonografia fetal de rotina no
segundo trimestre da gestacdo para estimar a idade gestacional. Ele consiste na
medida da largura maxima da cabeca em corte transversal, com visibilizacdo simétrica
dos hemisférios cerebrais e da presenca de uma linha hiperecoica central e continua,
que corresponde ao “falx cerebri” (Salomon et al., 2011).

No entanto, em humanos a avaliacdo do DBP apresenta limitacdes na predicéo
da idade gestacional quando ha oligohidramnio, gestacdo gemelar, anomalias
uterinas, insinuacao na pelve materna no final da gestacéo, entre outras condicdes
gue levam a dolicocefalia ou braquicefalia e consequentemente alteram a
conformacdo do cranio. Nestes casos, o DTC é empregado como uma medida
alternativa, pois o cerebelo localiza-se na fossa craniana posterior e, além de
independer do formato da cabeca, ndo se afeta por pressdes externas. E possivel
visualiza-lo na 10 a 11* semana gestacional em mulheres, mas seu exame
ultrassonografico se torna mais facil no terco final (McLeary et al., 1984; Goldstein et
al., 1987). AvaliacOes feitas entre a 132 e a 40® semana de gestacao em mulheres,
nao encontraram diferencas significativas deste parametro entre os fetos dos géneros
masculino e feminino (Holanda-Filho et al., 2011).

Ao diagnosticar um feto aparentemente pequeno é dificil determinar se ele
realmente tem um retardo de crescimento ou se a idade gestacional estimada esta
incorreta. Dessa maneira, foram avaliadas algumas medidas fetais em gestantes com
suspeita clinica de retardo no crescimento fetal intrauterino, tais como DTC, DBP,
circunferéncia abdominal e comprimento do fémur. Demonstrou-se que o DTC foi
capaz de estimar a idade gestacional de forma mais fidedigna do que os outros
parametros biométricos e que € possivel diagnosticar desvios de crescimento a partir

da comparacao entre estas medidas. A idade gestacional estimada pelos demais



parametros foi precoce em mais do que duas semanas e meia em relacdo a idade
real, enquanto a idade calculada pelo DTC se mostrou compativel com a idade
determinada pela data da Ultima menstruacao (Reece et al., 1987).

Além da biometria, a ecogenicidade cerebelar e o0 espaco do liquido
retrocerebelar também sdo utilizados na deteccdo de patologias nesta estrutura. Os
hemisférios cerebelares normais s&@o hipoecoicos com bordas ecogénicas. Em
humanos, as malformacdes cerebelares sdo comuns e a maioria delas pode ser
diagnosticada apenas com o exame ultrassonografico, o qual exige dois planos para
uma avaliacdo adequada: o corte sagital médio e o transversal (Garel et al., 2011). A
falha em visibilizar o cerebelo durante o exame também pode sugerir malformacoes,
sendo alguns exemplos a displasia cerebelar, a malformagéo de Arnold-Chiari e o
cisto de Dandy-Walker (McLeary et al.,, 1984). Existem alguns relatos de
malformacgdes semelhantes a essas na espécie canina (Akker, 1962; Kornegay, 1986;
Rusbridge e Knowler, 2004).

2.3Elastografia

A elastografia, de modo complementar a ultrassonografia convencional,
fornece informacgdes sobre as caracteristicas elasticas dos tecidos avaliados mediante
a mensuracao da velocidade e direcdo da propagacao de ondas de cisalhamento, a
gual se correlaciona diretamente com a dureza do tecido.

A técnica é comparada a uma “palpagao virtual” que permite melhor localizar e
delimitar les6es do que a ultrassonografia. Um dos métodos elastograficos é o ARFI,
o qual faz uso de forcas de radiac&o acustica que causam deslocamentos em tecidos.
A elasticidade é avaliada de forma qualitativa pela deformacédo que determinada forca
de compressdo causa no tecido, elaborando uma imagem conhecida como
elastograma que é comparado a imagem da ultrassonografia modo-B. Na avaliacéo
guantitativa é feita a mensuracdo automatica da velocidade das ondas de
cisalhamento na regido de interesse, escolhida na imagem da ultrassonografia
convencional (Trindade, 2013).

O ARFI € um método de avaliagcéo da rigidez tecidual que passou a ser utilizado
h& pouco tempo na veterinaria para a diferenciacdo entre neoplasias mamarias

benignas e malignas de cadelas (Feliciano et al., 2017) e diagnostico de afeccdes
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testiculares de cées (Feliciano et al., 2016). Também ja foram estabelecidos valores
de referéncia para tecidos saudaveis do pancreas (Avante et al., 2015), das glandulas
adrenais (Fernandez et al., 2017), do baco (Maronezi et al., 2015), da préstata e dos
testiculos (Feliciano et al., 2015) na espécie canina.

A elastografia fetal foi descrita pela primeira vez em babuinos, na avaliacdo da
rigidez do figado, pulmédo e cérebro (Quarello et al., 2015). Estudos recentes tém
demonstrado a aplicabilidade da elastografia no estudo do desenvolvimento de
tecidos fetais em humanos (Zheng et al., 2016), babuinos (Quarello et al., 2016), caes
(Simdes, 2016) e ovinos (Silva, 2017). Dentre estes, a elastografia cerebral de fetos
humanos descrita por Zheng et al. (2016) demonstrou correlacdo entre o
desenvolvimento fetal e as modificacdes da rigidez de talamo, cerebelo, plexo coroide

e parénquima cerebral entre o segundo e o terceiro trimestre de gestacao.
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Resumo

A translucéncia nucal (TN) € uma medida ultrassonografica fetal obtida em corte
sagital médio, que consiste em uma linha translucida entre a pele e o tecido mole
sobre a coluna cervical. A sua espessura esta relacionada a diversas anormalidades
cromossOmicas e estruturais de grande relevancia em humanos. O objetivo desse
estudo foi mensurar a TN de fetos caninos a fim de estabelecer valores de referéncia
para animais saudaveis e verificar a capacidade desse parametro em diagnosticar
anormalidades congénitas na espécie. Foram utilizadas 26 cadelas braquicefalicas,

da raca Bulldog Inglés, com idade de 1 a 4,5 anos, sendo que em cada uma foi feita

! Este capitulo corresponde a um artigo cientifico nas normas da revista
“‘Reproduction in Domestic Animals”
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a mensuracao da TN de trés fetos, aos 34 dias de gestagdo. Foi padronizado o valor
de referéncia nos animais normais por meio de estatistica descritiva e a habilidade
diagnéstica do teste para a identificacdo de malformacdes fetais foi estudada por meio
da analise da curva ROC. Das 26 ninhadas estudadas, 18 tiveram somente fetos
saudaveis, 4 apresentaram fetos com anasarca, 3 apresentaram fetos com defeitos
da parede abdominal e 1 apresentou os dois tipos de alteracdo. A TN foi maior
(P=0,0249) nos fetos das cadelas que apresentaram anasarca na ninhada (1,8 £ 0,77
mm) em relagdo as normais (1,4 + 0,48 mm), e de acordo com a analise ROC o valor
de corte para a presenca de anasarca foi de TN>1,45 mm (sensibilidade = 61,54%,
especificidade = 70,18%). A prevaléncia desta anormalidade foi de 18,6%. A
mensuracdo da espessura da TN no 34° dia gestacional apresentou potencial
diagnostico para o desenvolvimento de fetos com anasarca durante a gestacao de
cadelas.

Palavras-chave: anasarca, edema nucal, feto, gestacao, ultrassonografia

Introducao

Faz parte do exame ultrassonografico no pré-natal de mulheres a mensuracgao
da translucéncia nucal (TN), que consiste na espessura maxima da translucidez
subcutanea entre a pele e o tecido mole sobre a coluna cervical (Nicolaides, Azar,
Byrne, Mansur, & Marks, 1992). Para obtencdo de tal medida, deve-se fazer uma
imagem do feto em corte sagital médio e selecionar a regido mais larga da
translucidez, com o cuidado de distinguir a pele fetal do @amnion, sendo 0 momento
ideal para tal avaliacao o periodo entre a 112 e a 142 semana gestacional (Kline-Fath,

Bulas, & Bahado-Singh, 2015).
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O aumento na espessura da TN foi inicialmente relacionado a anomalias
cromossomicas, sendo a principal delas a trissomia do cromossomo 21. Sendo assim,
a medida da TN se tornou o critério mais importante para a recomendacao de testes
de cariotipagem invasivos, como a amniocentese e a amostragem vilo-coridnica
(Nicolaides, Brizot, & Snijders, 1994).

Outras anormalidades como a trissomia dos cromossomos 13 e 18, assim como
a triploidia, também tiveram associacdo com o edema nucal (Nicolaides, Azar,
Snijders, & Gosden, 1992). Posteriormente, constatou-se que mesmo em fetos
cariotipicamente normais a TN aumentada tem significado, pois funciona como uma
triagem eficaz para defeitos do coracdo e de grandes vasos e para displasias
esqueléticas, além de implicar em maiores taxas de aborto e morte perinatal
(Nicolaides, Heath, & Cicero, 2002).

A medida que a espessura da TN aumenta, maior é a prevaléncia de diversos
defeitos estruturais e sindromes genéticas, como defeitos cardiacos graves, hérnia
diafragmatica e onfalocele (Souka, Snijders, Novakov, Soares, & Nicolaides, 1998).
Diferentes valores de referéncia ja foram utilizados ao longo dos anos e embora ainda
haja controvérsia, existe consenso que considera elevadas as medidas maiores que
3,5mm (Bakker, Pajkrt, & Bilardo, 2014).

Acredita-se que a fisiopatologia do edema da TN é multifatorial, jA que esta
correlacionado com inUmeras anomalias. Um dos fatores seria a disfun¢éo cardiaca,
visto que ha uma forte associacdo entre anormalidades do coracdo e grandes artérias
com o aumento da TN, seja em fetos com cariétipo normal ou anormal. Outros fatores
seriam a congestdo venosa na cabeca e no pescoco (pela constricdo do corpo fetal),

a falha na drenagem linfatica (por consequéncia de desenvolvimento anormal do
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sistema linfatico ou movimentos fetais prejudicados por distdrbios neuromusculares),
a composicao alterada da matriz extracelular (j& que essa condicdo esta presente em
varias sindromes genéticas), além de anemia e hipoproteinemia fetal (Souka,
Kaisenberg, Hyett, Sonek, & Nicolaides, 2005).

No nosso conhecimento, até o0 momento ndo ha relatos da avaliacdo da TN em
caes. O objetivo desse estudo foi mensurar a TN de fetos caninos a fim de estabelecer
valores de referéncia para os saudaveis e verificar a capacidade desse parametro
diagnosticar anormalidades fetais na espécie.

Material e Métodos

O presente estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP/Jaboticabal sob
n°008364/18. Foi realizado um estudo prospectivo com animais oriundos de um canil
comercial da cidade de Jaboticabal, cujo proprietario assinou termo de consentimento
livre apOs ser amplamente esclarecido sobre o estudo.

Foram utilizadas 26 cadelas braquicefalicas, da raca Bulldog Inglés, com idade
entre 1 e 4,5 anos. As fémeas selecionadas foram submetidas aos exames prévios de
anamnese (historico de sanidade reprodutiva), hemograma, exames fisico e obstétrico
(inspecao do trato reprodutor das fémeas).

A partir do inicio do proestro (determinado pela presenca de edema de vulva e
corrimento vaginal serossanguinolento) foi realizada citologia vaginal das cadelas a
cada 48 horas, até que se constatasse a presenca = 90% de células epiteliais
cornificadas, indicando o inicio do estro (Kutzler, Mohammed, Lamb, & Meyers-
Wallen, 2003). Durante o estro, a concentracdo sérica de progesterona (P4) foi

mensurada, pelo método de quimioluminescéncia, em laboratério particular humano e
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considerou-se o0 momento da ovulagéao quando P4>4,0ng/ml (Gloria, Contri, Carluccio,
& Robbe, 2018). As fémeas foram submetidas a IA vaginal com sémen fresco, a partir
da ovulacédo, sendo estabelecido o protocolo de trés inseminag¢des, com intervalo de
48 horas.

Para a execucédo do exame ultrassonografico foi realizada tricotomia ampla do
abddémen, entre o apéndice xifoide e os dois ultimos pares de glandulas mamérias,
estendendo-se lateralmente na regido ventral aos musculos lombares, proximos ao
altimo par de costelas.

Por meio da contencédo dos membros, as cadelas foram colocadas em decubito
dorsal e/ou lateral, com a cabeca na direcdo do monitor e o corpo paralelo ao aparelho.
Antes do exame, foi aplicado gel especifico para a realizacéo de ultrassonografia. A
varredura se iniciou pela regido pélvica, seguindo para a regido abdominal esquerda
e em seguida para a regido abdominal direita, objetivando-se examinar e diferenciar
todos os fetos.

Os exames ultrassonograficos foram realizados com o aparelho ACUSON
S2000/SIEMENS e transdutor multifrequencial matricial e linear de 9,0 MHz, aos 34
dias de gestacdo, quando foi verificada a presenca da TN (espessura maxima da
translucéncia subcutanea sobre a coluna cervical obtida em corte sagital médio dos
fetos) e em seguida foi feita a sua mensuracédo. Determinou-se o dia da ovulagéo (12
IA) como o primeiro dia de gestacdo. A data da avaliacdo foi estabelecida pelo
momento ideal para a mensuracdo da TN, o qual foi adequado de acordo com
observacdes realizadas em estudos anteriores nos quais avaliavam-se diariamente os

animais (Simdes et al., 2018).
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Em cada fémea foi feita a mensuracdo da TN de trés fetos. Naquelas cujas
gestacbes foram de um ou dois conceptos, avaliou-se todos eles. A fim de
acompanhar o desenvolvimento dos conceptos e verificar a viabilidade fetal, também
foi realizado exame ultrassonografico aos 49 e 60 dias de gestacao.

O momento do parto foi estimado pela idade gestacional e pelos sinais de
proximidade de parto da fémea. Todas as cadelas foram submetidas a cesariana e o
procedimento foi indicado quando a frequéncia cardiaca de pelo menos um dos fetos
considerado saudavel se manteve menor ou igual a 180 bpm (Gil, Garcia, Giannico,
& Froes, 2014).

Foram previamente testadas a normalidade dos residuos (teste de Shapiro) e
homocedasticidade (teste de Bartlett) do parametro quantitativo TN e apods a
comprovacao, foram calculadas estatisticas descritivas em animais com ninhadas
normais a fim de estabelecer parametros de referéncia. Posteriormente foi estudada
a habilidade diagnéstica do teste para a identificacdo de ninhadas que tiveram
nascimentos de malformacdes fetais por meio da analise das curvas ROC (receiver
operator characteristic), em um modelo de regresséo logistica, calculando valor de
corte, sensibilidade, especificidade, likelihood ratio, AUC, VPP, VPN e acuracia. O
nivel de significancia foi definido em 5% para todos os testes.

Resultados

As 26 cadelas avaliadas tinham em média 29 £+ 10 (12 — 54) meses de idade e
pesaram em média 24,4 + 2,4 (18,8 — 32,2) quilogramas no dia da cesariana. Dentre
elas, 12 (46,15%) eram primiparas. A duracdo média da gestacdo foi de 62,3 + 1,4
(59 — 66) dias e o tamanho médio da ninhada de 5,6 + 2,1 (2 — 12) filhotes. O total de

filhotes nascidos vivos foi de 147 ao final do estudo.
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Em cada fémea foi feita a mensuracéo da TN de trés fetos, exceto em 3 delas,
cuja gestacéo foi de apenas 2 conceptos. Portanto, foi avaliado um total de 75 fetos.
Das 26 ninhadas estudadas, 18 tiveram somente fetos saudaveis, 4 apresentaram
fetos com anasarca, 3 apresentaram fetos com defeitos da parede abdominal e 1
apresentou os dois tipos de alteracdo. Considerando o total de 147 fetos nascidos
vivos, 8 fetos (5,44%) apresentaram sinais de anasarca ao nascimento e 7 (4,76%)
apresentaram defeitos da parede abdominal.

Aos 34 dias de gestacao, foi possivel detectar no exame ultrassonografico a
presenca de uma linha translicida entre a pele e a coluna na regido cervical,
correspondente a TN (Figura 1). Todas as TN apresentaram-se anecogénicas e suas
medidas variaram de 0,8 a 3,5mm. No momento da mensuracéo, tomou-se o cuidado
de diferenciar a TN da membrana amniotica (Figura 2).

A TN foi maior (P=0,0249) nos fetos das cadelas que apresentaram anasarcas
(1,8 £ 0,77 mm) (Figura 3) em relagcao as ninhadas normais (1,4 £ 0,48 mm), mas nao
se verificou diferenca (P=0,8359) entre as ninhadas normais e as que tinham defeitos
da parede abdominal (1,5 £ 0,4).

De acordo com a analise ROC, determinou-se o valor de corte a TN maior que
1,45 mm, com sensibilidade=61,54%, especificidade=70,18%, likelihood ratio=2,063,
AUC=66,13%, VPP=32%, VPN=88% e acuracia=69%. A prevaléncia desta
anormalidade neste estudo foi de 18,6%.

Em duas das cinco matrizes que apresentaram anasarcas na ninhada a TN foi
maior que 1,45mm no exame de 34 dias, aos 49 dias nenhuma alteracao foi detectada,
mas aos 60 dias observou-se que um ou mais fetos haviam desenvolvido os sinais

ultrassonograficos de tal alteracao.
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Discussao

A TN nos fetos caninos foi capaz de identificar que uma gestacao pode gerar
fetos com anasarca quando ocorre edema subcutaneo na regidao da nuca. De acordo
com os resultados obtidos, cadelas cujos fetos apresentam TN maior que 1,45mm tém
duas vezes mais chances de produzir fetos com anasarca nas suas ninhadas. De
modo semelhante, j& estd determinado que a medida da TN em humanos tem
importante valor diagndstico, visto que o aumento da sua espessura apresenta forte
associacdo com defeitos cromossdmicos e também com malformacdes em fetos
cariotipicamente normais (Nicolaides, Azar, Byrne, Mansur, & Marks, 1992; Souka,
Kaisenberg, Hyett, Sonek, & Nicolaides, 2005). Até o momento, ndo ha relatos de
mensuracao da TN em outras espécies além da humana.

O anasarca, que em muitos casos tem causa desconhecida, consiste em
edema subcutaneo excessivo que pode vir acompanhado ou néo de efusao peritoneal,
pleural e pericardica. Trata-se de uma anormalidade congénita frequentemente
descrita em cées da raca Bulldog Inglés, que predispfe a distocia e tem mortalidade
neonatal elevada (Hopper, Richardson, & Lester, 2004; Cunto, Zambelli, Castagnetti,
Linta, & Bini, 2015). Desse modo, o diagndstico durante a gestacao € importante para
planejar cesarianas ou estabelecer medidas terapéuticas. Se no futuro houver uma
alternativa de tratamento pré-natal para essa anormalidade, a precocidade
diagndstica que foi possivel pela determinacdo da TN no presente estudo, pode ser
fundamental para o sucesso do tratamento.

Os defeitos cardiacos sdo a principal causa de TN aumentada em fetos
humanos euploides (Souka, Snijders, Novakov, Soares, & Nicolaides, 1998) e a

prevaléncia desse tipo de anormalidade aumenta com a espessura da TN, sendo de
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2,89%, 9,09% e 19,51% quando a TN é de 3,5 a 4,4mm, de 4,5 a 5,4mm e maior ou
igual a 5,5mm, respectivamente (Hyett, Perdi, Sharland, Snijders, & Nicolaides,1999).
Padgett, Bell, e Patterson (1986) identificaram inUmeras lesdes cardiacas em fetos de
Bulldog com anasarca, sendo as mais frequentes: defeito do septo ventricular, formato
anormal do coracédo, apice duplo e micro coragcdo (6rgdo com metade do tamanho
esperado). Dos 22 fetos por eles analisados, apenas 4 apresentaram cora¢gao normal
e grande parte deles apresentou mais de um defeito cardiaco. No presente estudo
ndo foram detectadas anormalidades cardiacas nos fetos com anasarca, pois a
utilizacdo da ecocardiografia fetal ainda € recente nos caes (Giannico, Gil, Garcia,
Sousa, & Froes, 2015). Portanto, ndo é possivel afirmar que, assim como em
humanos, os defeitos cardiacos estdo associados a etiologia que promove aumento
da TN em fetos caninos.
Em 4116 gestacdes com aumento da TN e fetos cromossomicamente normais,
a prevaléncia de onfalocele, assim como de defeitos cardiacos graves, foi
substancialmente maior do que na populacdo em geral (Souka, Snijders, Novakov,
Soares, & Nicolaides, 1998). No entanto, no presente estudo a TN n&do apresentou
relacéo entre o grupo de fetos caninos saudaveis e o de fetos com defeitos na parede
abdominal. Como a medida da TN foi feita em trés fetos de cada matriz escolhidos
aleatoriamente, pode ser que os que apresentaram onfalocele nao foram selecionados
para tal avaliacédo.
Em fetos humanos examinados entre a 10® e a 14 semana gestacional,
determinou-se o valor preditivo positivo (VPP) de 6,3% e o valor preditivo negativo
(VPN) de 99,9% para os principais defeitos cardiacos congénitos, quando a TN é

maior que 3,5mm (Hyett, Perdi, Sharland, Snijders, & Nicolaides ,1999). No presente
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estudo, essa medida também se mostrou um bom indicador para descartar anasarcas,
visto que a probabilidade de uma gestagao canina ndo resultar em fetos com tal
alteracé@o (VPN) foi de 88%, quando a TN é menor ou igual a 1,45mm na avaliagdo
aos 34 dias de gestacéo.

Correlacionando o desenvolvimento embrionario das espécies foi possivel
estabelecer o momento ideal para a mensuracdo da TN nas cadelas. Ao final do
primeiro trimestre gestacional nas mulheres, na 132 semana pés-menstrual, a
organogénese ja esta completa (Woodward, 2016). J& na espécie canina, esse evento
se finaliza mais tarde, no segundo trimestre, aos 35 dias de gestacéo (Pretzer, 2008).
Assim, o melhor momento determinado neste estudo para fazer a mensuracao, ao 34°
dia gestacional, € o momento final da organogénese, assemelhando-se com o melhor
periodo em humanos para realizacdo do exame.

A TN nos cées apresentou especificidade de 70,18% e sensibilidade de 61,54%
para a identificacdo de anasarca fetal. Por se tratar de uma espécie multipara, foi
possivel garantir que nas ninhadas de fetos saudaveis foram avaliados somente fetos
sem anormalidades, no entanto, nas ninhadas com malformacdes, é possivel que
fetos saudaveis tenham sido selecionados aleatoriamente para a coleta de dados, o
gue reconhecemos como uma limitacao da técnica ultrassonografica.

Concluséo

Uma TN maior que 1,45mm se apresenta como ferramenta diagndstica para o

desenvolvimento de anasarca na gestacédo de cadelas, com sensibilidade de 61,54%

e especificidade de 70,18%.
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Figuras:

Figura 1. Imagem ultrassonografica de mensuracdo da TN (seta) em feto canino

saudavel (TN=1,4mm), aos 34 dias de gestacao.

Figura 2. Imagem ultrassonogréfica diferenciando a TN (seta) do amnion (*) em feto

canino saudavel (TN=1,4mm), aos 34 dias de gestacao.
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Figura 3. A: Imagem ultrassonografica de mensuracdo da TN (seta) aumentada
(TN=2,4mm) em feto canino, aos 34 dias de gestacdo. B: Feto a imagem A,

apresentando anasarca ao nascimento.
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CAPITULO 3 - Ultrassonografia modo-B e elastografia do cérebro e cerebelo

de fetos caninos daraca Bulldog Inglés

Resumo

O objetivo do presente estudo foi avaliar as caracteristicas ultrassonogréficas (modo-
B e elastografia) do sistema nervoso central de fetos caninos, como meétodos
complementares para predizer a idade gestacional, acompanhar o desenvolvimento
dos conceptos, estabelecer padrdes de normalidade e auxiliar no diagnéstico de
anormalidades gestacionais. Os exames ultrassonograficos foram realizados em 26
cadelas braquicefalicas, aos 34, 49 e 60 dias de gestacao. O cerebelo foi avaliado em
corte transversal, verificando-se seu formato, ecotextura, ecogenicidade e
comprimento do seu eixo maior. A elastografia foi realizada mediante software para
caracterizacdo qualitativa e quantitativa, obtendo-se velocidades médias de
cisalhamento (SWV m/s) e elastogramas do tecido fetal cerebral e cerebelar. O
delineamento experimental foi em blocos (cadelas) com parcelas subdivididas no
tempo (dias gestacionais) e a analise estatistica foi realizada pela analise de variancia
(ANOVA) com medidas repetidas no tempo. O cerebelo apresentou formato de
“‘banana”, com bordas mais ecogénicas, ecotextura homogénea e hipoecoico em
relacéo aos tecidos adjacentes. O diametro transversal (P=0,0001) e a rigidez tecidual
(P=0,0006) do cerebelo foram maiores aos 60 dias de gestacdo do que aos 49 dias.
A SWYV do cérebro correlacionou-se positivamente com dias para o parto (P=0,0001)
e apresentou um aumento gradativo (P=0,0001) nos trés momentos gestacionais
avaliados. De acordo com a escala de cores da elastografia qualitativa, tanto o cérebro
guanto o cerebelo tornaram-se mais rigidos com o avanc¢o dos dias gestacionais. Os
diametros biparietal (DBP) e abdominal (DA) resultaram em correlacdo significativa
(P<0,05) com a idade gestacional e se adaptaram a modelos de regressao linear que
permitiram estimar dias gestacionais (DG) e dias para o parto. Com as caracteristicas
ultrassonograficas do cerebelo e da massa cerebral, a mensuracdo do diametro
transversal cerebelar e a elastografia do sistema nervoso central foi possivel
acompanhar o desenvolvimento dos conceptos e estabelecer padrbes de
normalidade. O DBP e o DA proporcionaram a criacdo de férmulas para a estimativa
de DG e DPP especificas para o Bulldog Inglés.

Palavras-chave: ARFI, biometria, diametro transversal cerebelar, gestacéo
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Introducéo

Ao longo dos anos, a ultrassonografia permitiu que fossem elaborados métodos
para estimar a idade gestacional em cadelas utilizando a ecobiometria. A partir da
medida de estruturas fetais e extra fetais, foram criadas férmulas preditivas que
auxiliam na pratica da reproducéo e obstetricia de pequenos animais (England et al.,
1990; Davidson e Baker, 2009; Michel et al., 2011; Lopate, 2018).

As particularidades da fisiologia reprodutiva dos caes dificultam a determinacao
precisa da idade gestacional quando se considera somente a data da copula ou da
inseminacéo artificial (IA): o tempo de duragéo do ciclo estral e da receptividade das
fémeas € variavel e a viabilidade do esperma no trato reprodutivo feminino é longa.
Existem situacfes em que € crucial saber com precisao quanto tempo tem a gestacéao,
e entre elas estad o planejamento da cesariana eletiva nas racas de elevado risco,
como as braquicefélicas (Concannon et al., 1983; Lopate, 2018).

Acredita-se que ha desproporcgéo entre a pelve estreita materna e o tamanho
da cabeca dos filhotes nessas racas. Para os Bulldogs, relatou-se taxa de cesariana
maior que 80%, incluindo as cesarianas de emergéncia e as eletivas (Evans e Adams,
2010). Diante da grande variedade morfoldgica existente entre os caes, Groppetti et
al. (2015) ressaltaram a importancia do desenvolvimento de formulas de estimativa da
idade gestacional que sejam especificas para cada raca.

O diametro biparietal (DBP) € uma medida usada rotineiramente no pré-natal
de mulheres e também de cadelas (Luvoni e Beccaglia, 2006; Salomon et al., 2011).
No entanto, algumas condicdes em humanos como apresentacdo fetal pélvica,
oligohidramnio, gestacdes multiplas e anomalias uterinas podem modificar a
conformacao craniana do feto e consequentemente o DBP. Diante disso, o diametro
transversal cerebelar (DTC) foi apresentado como uma alternativa mais precisa para
a estimativa da idade gestacional nessas situacdes (McLeary et al., 1984).

Ademais, a comparacdo do DTC com outros parametros biométricos pode
identificar fetos humanos com crescimento reduzido. Enquanto alguns parametros
subestimam a idade gestacional, o DTC determina uma idade compativel com a data
da ultima menstruacéo (Reece et al., 1987). Quando ha restricdo do crescimento fetal

o DTC é ligeiramente reduzido, pois acredita-se que o crescimento cerebelar humano
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€ relativamente resistente a hipoxemia crénica devido ao fenbmeno poupador do
cérebro (Vinkesteijn et al., 2000). O exame ultrassonografico do cerebelo também
permitiu sugerir a presenga de malformagdes quando sdo encontradas anomalias
cerebelares ou quando ha falha na sua visibilizacdo (McLeary et al., 1984). Até o
momento, ndo ha relatos de avaliagdo ultrassonografica do cerebelo de fetos caninos.

A elastografia ARFI (Acoustic Radiation Force Impulse) € uma técnica
ultrassonogréfica capaz de determinar a rigidez tecidual por meio da deformacao que
as forcas de radiacdo acustica causam na regido de interesse (Gennisson et al., 2013).
Esse tipo de elastografia estuda a elasticidade dos tecidos de forma quantitativa e néo
invasiva. O seu uso no parénquima cerebral de humanos ainda é recente, mas
constatou-se que os tumores cerebrais sdo mais rigidos que o tecido cerebral de
adultos saudaveis (Hwang et al., 2018).

Recentemente essa técnica passou a ser empregada em animais, no
parénquima pulmonar de fetos de babuinos (Quarello et al., 2016), nas estruturas
maternas e fetais em ovelhas (Silva et al., 2018) e, em fetos caninos, no parénquima
pulmonar e hepatico (Simbes et al., 2018). No entanto, ainda nao foi aplicada no
sistema nervoso central de fetos da Ultima espécie.

O objetivo do presente estudo foi avaliar as caracteristicas ultrassonograficas
(modo-B e elastografia) do cérebro e do cerebelo de fetos caninos, como métodos
complementares para predizer a idade gestacional, acompanhar o desenvolvimento
dos conceptos, estabelecer padroes de normalidade e auxiliar no diagndstico de
anormalidades gestacionais. Além disso, delinear um modelo de regresséao especifico
para a raca Bulldog Inglés, utilizando ecobiometrias que ja sdo aplicadas na pratica

veterinaria.

Material e Métodos

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP/Jaboticabal sob
n°008364/18. Foi realizado um estudo prospectivo com animais oriundos de um canil
comercial da regido de Jaboticabal. O tutor dos pacientes foi amplamente esclarecido
sobre o estudo e assinou termo de consentimento livre para a participacdo de seus

animais.
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Foram utilizadas 26 cadelas braquicefélicas, da raca Bulldog Inglés, com idade
de 1 a 4,5 anos. As fémeas selecionadas foram submetidas aos exames prévios de
anamnese (histérico de sanidade reprodutiva), hemograma, exames fisico e obstétrico
(avaliagcédo do estado geral dos animais e inspecéao do trato reprodutor das fémeas).

A partir do inicio do proestro (determinado pela presenca de edema de vulva e
corrimento vaginal serossanguinolento) foi realizada citologia vaginal das cadelas a
cada 48 horas, até que se constatasse a presengca = 90% de células epiteliais
cornificadas, indicando o inicio do estro (Kutzler et al., 2003). Durante o estro, a
concentracdo sérica de progesterona (P4) foi mensurada, pelo método de
quimioluminescéncia, em laboratério particular humano e considerou-se o momento
da ovulagcédo quando P4>4,0ng/ml (Gloria et al., 2018). As fémeas foram submetidas
a |IA vaginal com sémen fresco, a partir da ovulagcédo, sendo estabelecido o protocolo
de trés inseminacdes, com intervalo de 48 horas.

Para a execucdo dos exames ultrassonograficos das fémeas foi realizada
tricotomia ampla do abdémen, entre o apéndice xifoide e os dois ultimos pares de
glandulas mamarias, estendendo-se lateralmente na regido ventral aos musculos
lombares, préximos ao ultimo par de costelas.

Por meio da contencéo dos membros, as cadelas foram colocadas em decubito
dorsal e/ou lateral, com a cabeca na direcdo do monitor e o corpo paralelo ao aparelho.
Antes do exame, foi aplicado gel especifico para a realizacdo de ultrassonografia. A
varredura se iniciou pela regido pélvica, seguindo para a regidao abdominal esquerda
e em seguida para a regido abdominal direita, objetivando-se examinar e diferenciar
todos os fetos, no intuito de avaliar os mesmos trés fetos em todos os exames de cada
matriz.

Os exames ultrassonograficos foram realizados com o aparelho ACUSON
S2000/SIEMENS e transdutor multifrequencial matricial e linear de 9,0 MHz. Como a
deteccédo do cérebro dos fetos é possivel a partir da 52 semana gestacional (Feliciano
et al., 2013), o sistema nervoso dos conceptos foi avaliado quinzenalmente a partir
desse momento. O primeiro exame foi realizado aos 34 dias de gestacéo e o segundo
apos 15 dias, com 49 dias de gestacdo. Determinou-se o dia da ovulacdo (12 IA) como
o primeiro dia de gestacdo. Devido a calcificacdo do cranio fetal que acontece na

Gltima semana gestacional (Feliciano et al., 2013), foi necessario realizar a terceira
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avaliacdo com intervalo de 11 dias da penultima coleta, aos 60 dias de gestacdo
(Tabela 1). Em cada fémea foi feita a avaliacdo do sistema nervoso central de trés
fetos. Naquelas cujas gestacdes foi de um ou dois conceptos, avaliou-se todos eles.

Tabela 1. Momento gestacional em que cada estrutura fetal foi avaliada por meio da
ultrassonografia.

Momento gestacional da avaliacéo

34 dias 49 dias 60 dias
DBP X X X
Estrutura DA X X X
fetal Massa cerebral X X X
Cerebelo X X

DBP: diametro biparietal; DA: diametro abdominal.

O momento do parto foi estimado pela idade gestacional e pelos sinais de
proximidade de parto da fémea. Todas as cadelas foram submetidas a cesariana e o
procedimento foi indicado quando a frequéncia cardiaca de pelo menos um dos fetos
considerado saudavel se manteve menor ou igual a 180 bpm (Gil et al., 2014).

Ultrassonografia modo-B

Por meio da ultrassonografia dos conceptos foram verificadas: presenca da
massa cerebral, seu formato em corte transversal, ecotextura (homogénea ou
heterogénea) e ecogenicidade; o cerebelo foi avaliado em corte transversal, apés
identificacdo da massa cerebral e angulacdo caudal do transdutor até obtencdo da
sua imagem, verificando-se seu formato, ecotextura (homogénea ou heterogénea),
ecogenicidade e comprimento do seu eixo maior (DTC). De modo complementar,

foram realizadas as medidas do diametro abdominal (DA) e do DBP dos fetos.

Elastografia

A elastografia do sistema nervoso dos fetos caninos foi realizada ap6s o exame
ultrassonografico modo-B, mediante software para caracterizacdo qualitativa e
guantitativa utilizando o método ARFI/VTTQ (Acoustic Radiation Force Impulse /
Virtual Touch Tissue Quantification, Siemens, Germany).

Para a padronizacdo da técnica elastografica quantitativa do tecido fetal

cerebral e cerebelar, foram definidas no minimo trés regides de interesse em cada



31

orgao tentando abranger todo o seu parénquima, e mediante a funcdo automética do
software foram obtidas as velocidades das ondas de cisalhamento (SWV) de cada um
dos tecidos e os valores médios destas avaliacdes sao em m/s.

Utilizando a técnica ARFI qualitativa, foram formadas imagens coloridas das
estruturas estudadas, para avaliacao da rigidez tecidual relativa (elastograma). Esta
informacao é calculada por meio da analise dos deslocamentos relativos de elementos
teciduais devido a um pulso de pressédo acustica. Este software elabora um mapa em
escala colorida no qual os tons azulados representam tecidos menos rigidos e os tons

avermelhados tecidos mais rigidos, ou seja, ndo deformaveis.

Anélise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o software R-project (R® foundation for
statistical computing, Austria). O delineamento experimental foi em blocos casualizado
(cadelas) com parcelas subdivididas no tempo (dias gestacionais). Foram previamente
testadas a normalidade dos residuos (teste de Shapiro) e homocedasticidade (teste
de Bartlett) de cada um dos parametros quantitativos. As medidas reais ou
transformadas destes parametros ultrassonogréaficos foram comparadas entre os dias
de gestacdo pela andlise de variancia (ANOVA) ou teste de Friedman. Sendo
constatada significancia, foram comparadas as médias ou medianas pelos testes de
Tukey ou Dunns e testados 0s ajustes dos parametros aos contrastes matematicos
de regressao (linear, quadratico e cubico). Os parametros ultrassonograficos também
foram correlacionados entre si pelos testes de Spearman ou Pearson. O nivel de

significancia foi definido em 5% para todos os testes.
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Resultados

As 26 cadelas avaliadas tinham em média 29 + 10 (12 — 54) meses de idade e
pesaram em média 24,4 + 2,4 (18,8 — 32,2) quilogramas no dia da cesariana. Dentre
elas, 12 (46,15%) eram primiparas. A duracdo média da gestacdo foi de 62,3 + 1,4
(59 — 66) dias e o tamanho médio da ninhada de 5,6 + 2,1 (2 — 12) filhotes. O total de
filhotes nascidos vivos foi de 147 ao final do estudo.

Em cada fémea foi feita a avaliacdo do sistema nervoso central de trés fetos,
exceto em 3 delas, cuja gestacao foi de apenas 2 conceptos. Portanto, foi avaliado
um total de 75 fetos. Das 26 ninhadas estudadas, 18 tiveram somente fetos saudaveis,
4 apresentaram fetos com anasarca, 3 apresentaram fetos com defeitos da parede
abdominal e 1 apresentou os dois tipos de alteracdo, ou seja, 30,7% (8/26) das
ninhadas tiveram pelo menos um feto com malformacgé&o. Considerando o total de 147
fetos nascidos vivos, 10,2% (15/147) apresentaram malformacao, sendo 53,3% (8/15)
anasarca e 46,6% (7/15) defeitos da parede abdominal.

Nas cadelas cuja ninhada era menor ou igual a 4 fetos (n=10) foi possivel
diferencia-los de acordo com a posi¢cdo no abdémen da matriz e avaliar os mesmos
fetos nas trés avaliacbes. Nas demais cadelas (n=16), os fetos foram escolhidos
aleatoriamente para avaliacéo, pois néo era possivel fazer tal diferenciacéo ao longo

da gestacdo.

Ultrassonografia Modo-B
Tanto o DBP quanto o DA resultaram em correlacéo significativa (P<0,05) com
a idade gestacional e se adaptaram a modelos de regressao linear que permitiram

estimar os dias gestacionais (DG) e os dias para o parto (DPP) (Figura 1, Tabela 2).
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Figura 1. Representacéo grafica dos parametros ecobiométricos diametro biparietal
(DBP) (esquerda) e diametro abdominal (DA) (direita) durante a gestacdo em cadelas
da raca Bulldog inglés, correlacionados com os dias gestacionais (DG) e os dias para
o parto. A linha continua corresponde ao modelo de regressdo adaptado e as
pontilhadas a previsdo com 95% de confianca.

Tabela 2. Resultado dos contrastes matematicos de regressdo dos parametros
diametro biparietal (DBP) e diametro abdominal (DA), com os dias gestacionais (DG)
e com os dias para o parto (DPP), em cadelas da raca Bulldog Inglés.

Parametro Férmula de predicéo R2
DG = 23,26 + 1,338*DBP 0,9949
peP DPP =-41,69 + 1,429*DBP 0,999
DA DG= 28,23 + 0,7276*DA 0,9979

DPP = - 36,94 + 0,8009*DA 0,962
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A massa cerebral foi avaliada em corte transversal da cabeca dos fetos,
detectando-se os dois hemisférios, de formato circular a ovalado, ecotextura
homogénea e hiperecoica em relacdo aos tecidos adjacentes, com aspecto de

“borboleta” (Figura 2).

Figura 2. Imagem uItra§sonogréfica da massa cerebral (asteriscos) de feto canino
saudavel, aos 49 dias de gestacao.

O cerebelo foi avaliado em corte transversal da cabeca, inclinando caudalmente
o transdutor. Ele apresentou formato de “banana”, com bordas mais ecogénicas,

ecotextura homogénea e hipoecoico em relacéo aos tecidos adjacentes (Figura 3).
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Figura 3. A: Imagem ultrassonogréfica do cerebelo (entre setas) de feto canino
saudavel, aos 49 dias de gestacdo. B: Peca anatdbmica do cerebelo (seta aberta) de
um natimorto, com representacao da medida do DTC (linha tracejada).
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O DTC no dia 60 foi maior que no dia 49 (P=0,0001), sendo sua média
12,28+£1,03mm e 8,28+0,88mm, respectivamente (Figura 4). O DTC apresentou
correlagdo com o DBP (P=0,0001 e r=0,9210; Figura 5).

Figura 4. Imagem ultrassonografica de mensuragéo do didmetro transversal cerebelar
(DTC) de feto canino saudavel, aos 49 (A) e 60 (B) dias de gestacéo.
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Figura 5. Representacédo grafica dos parametros ecobiométricos diametro transversal
cerebelar (DTC, linha continua) e didametro biparietal (DBP, linha pontilhada) em
cadelas da raca Bulldog inglés, correlacionados com os dias gestacionais (DG), e os
seus respectivos coeficientes angulares (a e B).
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Elastografia

N&o houve diferenca entre os trés valores de SWVCérebro obtidos de um
mesmo feto (P=0,983; diferenca média=0,0172) e nem entre os dois ou trés fetos
avaliados de uma mesma cadela (P=0,979; diferenca média=0,0185), em cada
momento gestacional. O mesmo ocorreu com a SWVCerebelo de um mesmo feto
(P=0,921; diferenca média=0,0384) e entre os fetos de uma mesma cadela (P=0,693;
diferenca média=0,0721).

A rigidez tecidual do cerebelo foi maior aos 60 dias quando comparada com a
rigidez aos 49 dias (P=0,0006). A SWV do cerebelo foi de 1,88+0,36 m/s no terceiro
exame ultrassonografico e 1,65+0,25 m/s no segundo. Nao houve diferenca entre os
valores de profundidade das amostras (P=0,7563).

A SWV da massa cerebral apresentou um aumento gradativo (P=0,0001) nos
trés momentos gestacionais avaliados, sendo de 1,58+0,38 m/s na primeira avaliacéo,
1,88+0,30 m/s na segunda e 2,32+0,39 m/s na ultima. Este aumento pode ser
explicado por um modelo de regresséo linear (P=0,0001 e R2=0,9596): DG = 20,28
+ 14,22*SWVCeérebro (Figura 6). Nao houve diferenca entre os valores de
profundidade das amostras (P=0,2194).

4-

SWV Cérebro (m/s)
[\N]
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DG
Figura 6. Representacdo grafica da SWVCérebro com os dias gestacionais (DG) em
cadelas da raca Bulldog inglés. A linha continua corresponde ao modelo de regresséo
(DG = 20,28 + 14,22*SWVCérebro) adaptado a este parametro e as pontilhadas a
previsdo com 95% de confianca.
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A SWVCérebro correlacionou-se positivamente com DPP (P=0,0001,
R2=0,529; DPP = - 54,55 + 20,28 * SWVCérebro; Figura 7).
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SWVcerebro

Figura 7. Representacao grafica da SWVCérebro com os dias para o parto (DPP) em
cadelas da raca Bulldog inglés. A linha continua corresponde ao modelo de regressao
(DPP = 54,55 + 20,28 * SWVCérebro) adaptado a este parametro e as pontilhadas a
previsdo com 95% de confianca.

Na elastografia qualitativa, o cerebelo apresentou tonalidades azul escuro no

segundo exame e azul claro a esverdeado no terceiro exame (Figura 8).

+Vs=1.39m/s | ).5--Vs=2.23 m/s
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Figura 8. Imagens ultrassonograficas de elastografia qualitativa e quantitativa do
cerebelo de feto canino, aos 49 (A) e aos 60 (B) dias de gestacao.
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J& as massas cerebrais apresentaram coloragdo azul escuro aos 34 dias de
gestacéo (Figura 9), com 49 dias coraram em tonalidades de azul claro e passaram a

ser esverdeadas aos 60 dias de gestacao (Figura 10).
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Figura 9. Imagem uItrassonogréfi de elastografia qualitativa e quantitativa da massa
cerebral de feto canino aos 34 dias de gestacao.
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Figura 10. Imagens ultrassonograficas de elastografia qualitativa e quantitativa da
massa cerebral de feto canino, aos 49 (A) e 60 (B) dias de gestacao.
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N&o foi possivel identificar casos de anormalidades congénitas (anasarca e
defeitos da parede abdominal) por meio de nenhuma das variaveis ultrassonograficas
estudas, tanto pelo modo-B (Ppep=0,5597 e Ppa=0,8500) quanto pela elastografia
(Pswvcerebelo=0,2034 e Pswvcerebro=0,8479).

Discussao

A partir da segunda metade da gestacdo o DA e o DBP sdo os principais
parametros biométricos com férmulas disponiveis para estimar a idade gestacional e
0 numero de dias para o parto nos cdes (Michel et al., 2011; Lopate, 2018). Para o
desenvolvimento de tais férmulas, alguns autores estabeleceram padrdes de peso ou
de raca dos animais (England et al., 1990; Luvoni e Grioni, 2000; Son et al., 2001;
Groppetti et al., 2015). No caso do Bulldog Inglés, determinou-se a média de 30,8+0.1
mm para o DBP entre o0 59° e 0 61° dia a partir da ovulagdo, com um Unico exame
ultrassonografico realizado imediatamente antes da cesariana (Batista et al., 2014).
Contudo, no nosso conhecimento, ainda ndo ha estudos que resultaram em férmulas
preditivas para a raca.

O DBP e o DA apresentaram modelo de regresséo linear (P<0,05) depois de
serem mensurados aos 34, 49 e 60 dias de gestacdo. Os resultados obtidos com o
DBP foram excelentes tanto na sua correlacdo com DG (R2=0,9949) como com DPP
(R2=0,999%). Ja o DA foi mais acurado na estimativa de DG (R2=0,9979%) do que
de DPP (R2=0,962%). Resultados semelhantes foram obtidos em cadelas das racas
maltés e yorkshire terrier (R2=0,99 nas duas racas) utilizando o DBP para estimar DG
(Son et al., 2001). Luvoni e Grioni (2000), por sua vez, obtiveram melhor acuracia
(R2=0,98) ao correlacionar o DBP com DPP no grupo de pequeno porte, cujos animais
eram todos da raca Jack Russel terrier, do que no grupo de médio porte (R2=0,92),
no qual incluiram animais mesticos. Essas informa¢des confirmam o que foi proposto
sobre a realizacéo de estudos que selecionem os animais por tamanho (Beccaglia et
al., 2008) ou por raca (Groppetti et al., 2015), visto que as variacdes existentes entre
racas na espécie canina afetam tanto o tempo de duracdo da gestacédo (Eilts et al.,
2005) como a estimativa da idade gestacional por meio da ultrassonografia, tornando-

a menos precisa (Davidson e Baker, 2009).



40

De todos os fetos nascidos vivos, 10,2% apresentaram malformagdes, os quais
pertenciam a 30,7% das ninhadas. Existe dado semelhante em relagédo as ninhadas
nado saudaveis (31%), mas com menor incidéncia (7,4%) de malformacdes em filhotes
de Bulldog Inglés (De Cramer e Noéthling, 2019). Em outro estudo, no qual 8,2% dos
filhotes nasceram com defeitos congénitos, a incidéncia de anasarca foi menor
(27,7%) que a do nosso estudo (53,3%), no entanto o numero de casos de fenda
palatina foi muito maior (38,8%), visto que essa malformacg&o nao foi encontrada nas
nossas ninhadas (Wydooghe et al., 2013). Considerando o total de fetos (malformados
e saudaveis), a incidéncia de anasarca no presente estudo (8/147=5,44%) equiparou-
se ao que ja foi relatado (5,3%) nessa raca (Batista et al., 2014).

Pela primeira vez avaliou-se o cerebelo de fetos caninos por meio da
ultrassonografia. O processo de organogénese se completa no periodo embrionario,
estendendo-se até o 35° dia gestacional (Pretzer, 2008), e apesar de realizarmos 0
primeiro exame ultrassonografico muito proximo dessa data (aos 34 dias) a estrutura
cerebelar ainda néo era visivel. Foi possivel examinar o cerebelo nos dias 49 e 60. O
seu diametro em corte transversal aumentou de tamanho do primeiro (8,28+0,88mm)
para o segundo (12,28+1,03mm) exame. Da mesma forma, o DTC de fetos humanos
com desenvolvimento normal cresce com 0 avan¢o das semanas gestacionais
(Vinkesteijn et al., 2000). Novas pesquisas com exames seriados desse 0Orgao
precisam ser feitas para estabelecer o perfil do crescimento cerebelar nos fetos
caninos durante a gestacao.

No presente estudo, o DBP foi correlacionado com o DTC. Na figura 6 é
possivel notar que o coeficiente angular do DBP (a=37°) € maior que do DTC (a=20°),
ou seja, 0 primeiro parametro aumenta mais rapidamente que o segundo, no intervalo
gestacional avaliado. Tratando-se de animais braquicefalicos, isso pode ser explicado
pelo tamanho do cranio dos fetos que é relativamente grande (Wydooghe et al., 2013).

Em humanos, por meio do exame do cerebelo fetal € possivel diagnosticar
afeccbes como malformacdo de Chiari tipo 2, malformacdo de Dandy-Walker,
disgenesia vermiana e hipoplasia cerebelar (McLeary et al.,1984; Woodward, 2016).
Em ovelhas, a ultrassonografia fetal ja foi utilizada para diagnosticar malformacéo de
Chiari tipo 2 por meio da deteccdo do vermis cerebelar abaixo do nivel do forame

magno (Guilbaud et al., 2014). Conhecendo os aspectos ultrassonograficos normais
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do cerebelo fetal na espécie canina, sugere-se que a sua avaliagdo poderia ser
adicionada ao exame gestacional de cadelas, com o propésito de detectar
malformacdes cerebelares existentes nessa espécie, mas que sao diagnosticadas
somente apds o0 nascimento e muitas vezes no exame post mortem (Pass et al., 1981;
Kornegay, 1986; Fyfe et al., 2010).

Diferentemente do cerebelo, o cérebro fetal canino ja foi explorado por meio da
ultrassonografia, resultando em informacdes sobre a vascularizacdo da artéria
cerebral média, os indices de massa e volume cerebrais (Feliciano et al., 2013) e a
porcdo profunda da vesicula diencéfalo-telencefalica (Beccaglia e Luvoni, 2004;
Beccaglia et al., 2008). Ao modo-B, foi possivel visibilizar os dois hemisférios cerebrais
em formato de “borboleta”, no corte transversal do cranio fetal, da mesma forma que
foi relatado anteriormente (Feliciano et al., 2013). A técnica de elastografia, por sua
vez, nunca foi aplicada a massa cerebral, e nem aos outros componentes do SNC de
fetos caninos.

Tanto na elastografia qualitativa quanto na quantitativa, o cérebro e o cerebelo
apresentaram aumento da rigidez com o desenvolvimento da gestacdo. Quando se
avaliou por meio da elastografia a substancia branca, o tdlamo, os ganglios basais, o
cerebelo e o falx cerebri de neonatos humanos, os resultados foram semelhantes, pois
indicaram que essas estruturas nos prematuros sao mais macias do que nos neonatos
nascidos a termo (Su et al., 2014; Albayrak e Kasap, 2018). Pelos valores da
velocidade de cisalhamento foi possivel correlacionar, pela primeira vez em caes, a
rigidez do parénquima cerebral com o avanco da gestacdo, da mesma forma relatada
em neonatos humanos (Su et al., 2014). A SWV Cérebro apresentou modelo de
regressdo linear e melhor correlacgdo com DG (R2=0,9596) do que com DPP
(R2=0,529).

Na aplicacdo da técnica de elastografia por compressdo, os tecidos
intracranianos de neonatos humanos (ventriculo lateral, substancia branca
periventricular, substancia branca caudada, substancia branca subcortical, substancia
cinzenta cortical e espaco subdural) apresentaram diferentes elasticidades (Kim et al.,
2017), do mesmo modo que no presente estudo a rigidez do cerebelo e do parénquima

cerebral fetais foram diferentes.
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Em fetos humanos, a SWV do parénquima cerebral foi 2,22+0,97 m/s e
3,29+1,05 m/s, enquanto a SWV do cerebelo foi 1,14+0,36 m/s e 1,26+0,53 m/s, no
segundo e no terceiro trimestre gestacionais, respectivamente (Zheng et al., 2016).
Da mesma forma, o cerebelo apresentou-se menos rigido do que o parénquima
cerebral nos fetos caninos. Ao passo que a SWV do primeiro foi 1,65+£0,25 m/s e
1,88+0,36 m/s, a SWV do cérebro foi 1,88+0,30 m/s e 2,32+0,39 m/s, nos dias 49 e
60, respectivamente. A medida que se estabeleceram os valores normais para a
rigidez do cérebro e do cerebelo, sugere-se que esse tipo de exame possa auxiliar
futuramente no diagndstico de doencas que acometem o SNC de fetos caninos. O
mesmo foi proposto por deCampo e Hwang (2018), quando citaram que o edema, a
pressao intracraniana e as alteracdes de perfusdo estdo comumente presentes apos
lesdo cerebral e que eles podem influenciar na rigidez, assim como a presenca de
hidrocefalia.

A limitacdo pratica da técnica foi a movimentagéo dos fetos, pois a VTITQ é
muito sensivel aos artefatos de movimento, conforme relatado por Zheng et al. (2016).
Portanto, o principal motivo pelo qual avaliamos somente 3 fetos de cada cadela foi a
necessidade de aguardar o momento em que eles estivessem parados para realizar
a elastografia. Apesar de acomodarmos as matrizes em colchdo macio e garantirmos
conforto térmico com ar condicionado, a avaliacdo de todos os fetos em ninhadas
numerosas faria com que o exame durasse mais de uma hora, podendo gerar estresse
e/ou desconforto a elas.

Beccaglia et al. (2008) mencionaram a dificuldade de avaliar as estruturas
cerebrais em cdes quando o cranio dos fetos ja estad quase calcificado, ou seja, no
periodo préximo ao parto. Realmente, o exame nos dias 34 e 49 foram executados
com maior facilidade e originaram imagens ultrassonograficas de melhor qualidade.
No entanto, foi possivel realizar o exame aos 60 dias sem comprometimento na coleta

dos dados.

Concluséo

Com as caracteristicas ultrassonograficas do cerebelo e da massa cerebral, a

mensuracdo do DTC e a elastografia do sistema nervoso central foi possivel
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acompanhar o desenvolvimento dos conceptos e estabelecer padrdoes de
normalidade. O DBP e o DA proporcionaram a criacao de formulas para a estimativa
de DG e DPP especificas para o Bulldog Inglés e a SWV Cérebro apresentou 6tima
correlacdo com DG.
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APENDICE A

EXPERIMENTO LE - ANIMAL NUMERO

Nome: Tutor: Telefone: ()

Raga Idade N° de gestacdes | N° cesdreas Dosagem de P4

Reagio ao fio de sutura? Qual?

Intercorréncias em partos anteriores:

Dias de inseminagdo: / / - / / - / / - / /

1° EXAME —DIA 34 ( / / as ) Nimero estimado de vesiculas:

FETO 1 FETO 2 FETO 3 Média
DBP (mm)
DA (mm)
FC (bpm)
TN (mm)
El fia da Elasto 1
‘ astografia Elasto 2
| massa cerebral
{ Elasto 3
|
: Posicionamento dos fetos OBSERVACOES
|
! i
; CALCULOS
_ Dias gestacionais:
, Dias para o parto:

2° EXAME —DIA 49 ( / / as )

FETO 1 FETO 2 FETO 3

Média

DBP (mm)

DA (mm)

FC (bpm)

Elasto 1

Elastografia da Elasto 2

massa cerebral
Elasto 3

Elasto 1

1
3 DTC (mm)
|
|
i
\
\
\

Elastografia da Elasto 2

do cerebelo

Elasto 3




OBSERVACOES

CALCULOS
Dias gestacionais:

Dias para o parto:

3° EXAME —DIA 60 ( / /

s )

FETO 1

FETO 2

FETO 3

Média

DBP (mm)

DA (mm)

FC (bpm)

DTC (mm)

Elasto 1

Elastografia da

Elasto 2
massa cerebral

Elasto 3

Elasto 1

Elastografia da

do cerebelo Elasto 2

Elasto 3

OBSERVACOES

CALCULOS
Dias gestacionais:

Dias para o parto:
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EXAMES DA ULTIMA SEMANA - PRE PARTO/CESAREA

DATA: __ [/ | HORARIO:
FETO | DBP (mm) FC (bpm) Observagoes
1
2
3
4
5
Sinais da mae
DATA: /[ /] HORARIO:
FETO | DBP (mm) FC {bpm) Observagbes
1
2
3
4
5
Sinais da mae
SIGLA | SINAL MATERNO
DC Dilatagfio Cervical
TC Queda da Temp. Corporal
L Lactagio
™ Liberagdo do Tampdo Mucoso
C/N Cavar / fazer Ninho
Ut Contragoes Uterinas
Anx Anorexia
Ag Agitacio
DADOS DA NINHADA
Parto Normal O Ceséarea O Data: _ / / as Peso: kg
N° de fetos: Natimortos: Fémeas: Machos:

Castrar? Sim O Nzo O

Informagdes adicionais:
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APENDICE B

.0
D@E
o A

Figura 1. Desenho esquematico da disposicdo dos fetos no abdémen da matriz.

Nesse exemplo, esta ilustrada uma gestacéo de quatro fetos e os trés fetos avaliados
estao identificados com asterisco (*). D:lado direito do abdémen; E:lado esquerdo do

abdomen; F:feto.



