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ULTRASSONOGRAFIA EM ALTA DEFINICAO (HD) NO DIAGNOSTICO E
ACOMPANHAMENTO GESTACIONAL DE CADELAS BRAQUICEFALICAS

RESUMO - O objetivo deste estudo foi realizar o estudo da ultrassonografia de alta
definicdo (HD) para descrever a formacao dos tecidos materno, fetais e embrionarios.
Doze fémeas braquicefalicas, consideradas higidas, com peso de 7 a 13kg e idade de
1 a 4 anos, foram utilizadas. Realizou-se exame ultrassonografico modo B e HD das
fémeas gestantes, diariamente, apos oito dias da inseminacgdo artificial, até a data de
paricdo. Utilizou-se aparelho ultrassonografico ACUSON S2000/SIEMENS e
softwares especificos. Foram obtidas medidas das estruturas embrionérias e fetais
como o didametro da vesicula embrionaria, comprimento do embrido, diametro
biparietal e abdominal, comprimento e altura renal, comprimento do fémur, Umero,
escapula, radio e tibia, espessamento da parede estomacal, comprimento da adrenal,
além de medidas cardiacas. Adicionalmente, foram descritos os achados
ultrassonograficos das estruturas materno, embrionarias e fetais. Os resultados
significativos (P < 0.001), obtidos para didametro lateral da vesicula gestacional (r2 =
81,8%), comprimento do embrido (r2 = 85,7%), diametro biparietal (r2 = 99,1%),
didmetro abdominal (r2 = 97,2%), espessura da parede gastrica (r2 = 86,9%),
comprimento do fémur (r2 = 96,6%), comprimento do radio (r2 = 97,5%), comprimento
do umero (r2 = 96,5%), comprimento da escapula (r2 = 95,8%), comprimento da tibia
(r2 =97,3%), comprimento (r2 = 95,8%) e altura (r2 = 96,0%) do rim, comprimento da
adrenal (r2 = 89,6%), comprimento (r2 = 93,0%) e altura (r2 = 91,5%) do coracéo dos
fetos caninos mostraram correlagao significativa com os dias gestacionais e permitem
a estimativa da idade gestacional com acuracia variavel em diferentes periodos. Apos
analise estatistica descritiva, se apresentam e descrevem os dias em que a gestacao,
placentacdo e cada um dos sistemas organicos embrionérias e fetais foi detectado. A
gestacao confirmou-se precocemente do 10° ao 13° dia, o embrido apareceu no 17°
dia, batimentos cardiacos no 18° dia, rins no 24° dia entre outras observacgdes, foi
possivel identificar e categorizar todas as estruturas maternas, embrionarias e fetais.
Conclui-se que o exame ultrassonografico HD, pode detectar precocemente o
processo gestacional, o desenvolvimento de sistemas organicos embrionarios e fetais,
além da formacdo de alguns 6rgdos que nunca foram descritos por meio da
ultrassonografia. As medidas ecobiométricas permitem a estimativa da idade
gestacional em diferentes periodos com acurécia.

Palavras-chave: canino, prenhez, embrido, desenvolvimento fetal, ecobiometria,



HIGH DEFINITION ULTRASOUND OF THE DIAGNOSTIC E EVALUATION OF
PREGNANCY IN BRACHYCEPHALIC BITCHES.

ABSTRACT - The purpose of this study was to perform the study of high resolution
(HD) ultrasonography in addition to the formation of some organs that have never been
described in the literature. Twelve healthy females, weighing 7-13 kg and age 1-4
years, of brachycephalic races were used. Conventional ultrasound and HD
ultrasonography of the fetuses were performed daily after eight days of artificial
insemination until parturition using the ACUSON S2000/SIEMENS ultrasound
apparatus and specific softwares. Measurements were made of embryonic and fetal
structures, embryonic vesicle diameter, embryo length, biparietal diameter and
abdominal; renal length and height; femur, humerus, scapula, radius and tibia length;
thickening of the stomach wall; adrenal length; measurements, the description of
maternal and fetal findings was analyzed. The significant results (P <0.001), obtained
for lateral diameter of the gestational vesicle (r2 = 81.8%), embryo length (r2 = 85.7%),
biparietal diameter (r2 = 99.1%), abdominal diameter (r2 = 97.2%), gastric wall
thickness (r2 = 86.9%), femoral length (r2 = 96.6%), radius length (r2 = 97.5%), humera
lengthl (r2 = 96.5%), length of the scapula (r2 = 95.8%), length of the tibia (r2 = 97.3%),
length (r2 = 95.8%) and height (r2 = 96.0 (r2 = 93.0%) and height (r2 = 91.5%) of the
heart of the canine fetuses showed a significant correlation with the gestational days
and allowed the estimation of gestational age with variable accuracy and in different
periods. After descriptive statistical analysis, we present and describe the days in
which gestation, placentation and each of the embryonic and fetal organ systems were
detected. Gestation was confirmed early in the 10th to the 13th day, the embryo
appeared on the 17th day, heart beats on the 19th day, kidneys on the 24th day among
other observations, it was possible to identify and categorize all maternal, embryonic
and fetal structures. It is concluded that HD ultrasonography can detect the gestational
process early, the development of embryonic and fetal organ systems, and the
formation of some organs that have never been described by ultrasonography. The
ecobiometric measures allow the estimation of gestational age in different periods with
accuracy

Keywords: canine, pregnancy, embryo, fetal development, ecobiometry



CAPITULO 1 - Consideracdes Gerais

1. Introducéao
A ultrassonografia obstétrica € o método de imagem mais utilizado na

reproducéo veterinaria, considerada uma técnica precisa, segura, ndo-invasiva e de
baixo custo (NYLAND; MATTOON, 2015). E usada para realizar diagnostico
gestacional, avaliar as estruturas materno-fetais, avaliar o desenvolvimento e
viabilidade fetal, identificar defeitos congénitos e outras anormalidades gestacionais e
ainda predizer a idade gestacional e data de pari¢cdo (AISSI; SLIMANI, 2008; LOPATE,
2008; DAVIDSON; BAKER, 2009; LAMM; MAKLOSKI, 2012).

O avanco da tecnologia médica e evolucéo dos equipamentos de ultrassom tém
fornecido gradualmente melhora na qualidade das imagens obtidas nos exames de
ultrassonografia, diretamente relacionados aos transdutores de maior frequéncia que
proporcionam uma avaliacdo com nitidez e definicAo excelentes no exame de
mulheres e animais de companhia. Esta evolucdo propiciou o crescimento dos
estudos clinicos gestacionais na espécie canina e tem permitido realizar diagnésticos
de alteracOes fetais (DAVIDSON; BAKER, 2009; FELICIANO et al., 2013; GIL et al.,
2014).

Na espécie humana, a ultrassonografia de alta definicdo (HD - high definition)
vem sendo utilizada para avaliagao intravascular, dermatologica e musculoesquelética
(HATA, 2013; TENKUMO, 2013; ARAUJO et al., 2015; CHIN et al.,2016; SONG et al.,
2016). No acompanhamento gestacional a ultrassonografia HD tem demonstrado ser
um método promissor (ARJUN et al.,, 2016). As qualidades favoraveis séao
consequéncias da capacidade em revelar detalhes mais precisos e avaliacdo mais
completa e acurada quando comparada com as técnicas predecessoras (BONILLA-
MUSOLES, 2013; ARJUN et al., 2016).

A ecobiometria faz parte da avaliacdo ultrassonografica gestacional e € uma
técnica importante para avaliar quantitativamente o desenvolvimento das estruturas
gestacionais, realizar a apuracao anatdmica dos fetos e calcular com acuracia a idade
gestacional (MIRANDA; DOMINGUES, 2010). Esta avaliacdo permite também
detectar subdesenvolvimento fetal em caninos o que a torna método importante para
diferenciar alteracdes reprodutivas e antecipar intervencdes terapéuticas quando
necessarias (FELICIANO et al., 2013).



Considerando a inovacgao da ultrassonografia HD, com este estudo objetivou-
se avaliar a eficacia da técnica no diagnéstico e acompanhamento gestacional em
cadelas braquicefélicas. Caracterizar os tecidos materno e fetais e realizar

ecobiometria dos tecidos para predizer a idade gestacional.

2. Revisao de Literatura

2.1 Desenvolvimento embrionéario

A embriologia compreende o conhecimento sobre o inicio da vida e as
mudancas morfolégicas durante o desenvolvimento pré-natal (MOORE; PERSAUD,
2008). A biologia dos od6citos e dos embrides na espécie canina € diferenciada das
outras espécies de mamiferos e ainda é amplamente desconhecida (REYNAUD et al.,
2005; LEE et al., 2008; CHASTANT-MAILLARD et al.,, 2010). A ovulacdo é
espontanea e possui inicio aproximadamente 48 horas ap6s o pico de LH. O odcito
necessita passar por modificacdes, na morfologia nuclear e citoplasmatica, a fim de
se tornar competente de ser fertilizado e apto a se desenvolver como embrido (LEE
et al., 2008).

O periodo em que acontecem as principais etapas do desenvolvimento
embrionario pré-implantacdo na espécie canina difere entre os autores. I1Sso ocorre
devido aos métodos utilizados para determinar a ovulacdo, como dosagem sérica de
progesterona ou dias apos o acasalamento (REYNAUD et al., 2006; APPARICIO et
al., 2015). Os embrides permanecem no oviduto, em média, nove dias da gestacao,
entram no Utero em estadio de morula ou blastocisto inicial, entre o 16° e 20° dia apés
a ovulacéo, os blatocistos eclodem e o processo de implantacdo inicia-se dois dias
depois (CONCANNON et al., 2001; REYNAUD et al., 2005; CHASTANT-MAILLARD
et al., 2010).

Ha poucos estudos na literatura sobre o desenvolvimento do embrido canino
(PIERI et al.,, 2015). A maioria desses trabalhos se baseiam nas caracteristicas
ultrassonogréaficas, porém com divergéncias entre os autores sobre a data de
aparecimento de cada estrutura embrionaria e fetal (MORIYOSHI et al., 1996;
ENGLAND; RUSSO, 2006; PRETZER, 2008). Dessa forma, alguns autores propdem



estudos in vivo, para melhor determinar esses eventos fisiolégicos (YEAGER;
CONCANNON, 1995; HASEGAN et al., 2012; PIERI et al., 2015).

O embrido se desenvolve em sequéncia cefalocaudal, comegando pela cabeca
e fechamento do tubo neural (PRETZER, 2008). Entre 21 e 22 dias os embrides
caninos, apresentam um corpo em forma de “C”, saco vitelinico, 0 @&mnion ja envolve
o embrido com uma pequena quantidade de liquido em relacdo aos anexos
embrionarios, o coragdo primitivo, placa neural e linha primitiva estdo presentes
(ROBALLO et al., 2013; PIERI et al., 2015). Com aproximadamente 22 e 25 dias o
embrido possui globo 6ptico com pigmentacao, tubo neural, proeminéncia mandibular,
arcos faringeos, formacdo de membros pélvicos e toracicos, definicdo de cabeca e
tronco, o coracdo exibe camaras atriais e ventriculares, ha pulmao primitivo, figado,
desenvolvimento inicial do intestino e o rim primitivo estd formado, a partir dos
metanefros e mesonefros (PIERI et al., 2015).

A traqueia, cavidade oral, esdfago, estbmago e intestino primitivo s&o
observados com 26 dias. Entre 28 e 32 dias de gestacdo o embrido canino apresenta
cavidade nasal bem desenvolvida, sistema respiratério formado, membros toracicos e
pélvicos com separacdo de digitos, sistema urogentital com inicio da formacao de
gbnadas. O sistema cardiovascular completo é notado com 32 dias e na data de 35
dias ja é considerado feto com o corpo totalmente formado (SORRIBAS, 2006; PIERI
et al., 2015).

2.2 Ultrassonografia gestacional

O primeiro relato em veterinaria, da utilizacdo da ultrassonografia gestacional
foi em ovelhas (LINDAHL, 1966). Desde entdo, tornou-se possivel a utilizacdo deste
método para diagnéstico da gestacdo em todas as espécies domésticas (GARCIA et
al., 1993; YOTOV et al., 2011). Atualmente, € considerada a técnica de imagem mais
utilizada na reproducao veterinaria, pois é simples, confiavel, ndo-invasiva e de baixo
custo (NYLAND; MATTOON, 2015).

Existem técnicas ultrassonograficas que ja foram descritas na literatura
veterinaria para avaliacdo de cadelas gestantes: modo A, doppler, modo B, 3D/4D,
alta resolucéo e elastografia ARFI (acoustic radiation force impulse) (FELICIANO et
al., 2007; KUSTRITZ, 2005; SIMOES et al., 2018).



O modo A ou ultrassom de amplitude profunda identifica a presenca de fluido
por meio da oscilacdo de tracados. Este exame ndo pode definir a origem do fluido
como definitivamente uterino e ndo permite a avaliacdo da viabilidade ou do numero
fetal (FELICIANO et al., 2007).

A técnica doppler permite importante avaliacdo da circulacdo materno-fetal e
auxilia no diagnostico de alteragdes fetais caninas (NAUTRUP 1998). O doppler em
cores permite avaliar a presenca, direcdo, caracteristica do fluxo sanguineo e
diferenciacéo entre fluxos rapidos e lentos. Por sua vez o doppler pulsado ou espectral
fornece um sinal audivel, identificando batimentos cardiacos fetais, mas néo estima o
namero de fetos ou informacgBes mais exatas para a avaliacdo da viabilidade fetal
(FELICIANO et al., 2007; KUSTRITZ, 2005). Ademais, o doppler triplex possibilita a
avaliacdo de indices vasculares da circulacdo materno-fetal, o qual facilita o
acompanhamento gestacional e analise do crescimento fetal e o fluxo sanguineo
uteroplacentario (MIRANDA; DOMINGUES 2010).

O modo B é a ultrassonografia convencional em tempo real, que permite a
avaliacdo do status gestacional, viabilidade fetal, investigag&o uterina e de estruturas
abdominais extra-reprodutivas (KUSTRITZ, 2005). Este método se baseia na reflexao
de ondas sonoras através do tecido, de acordo com a estrutura a ser avaliada, sendo
gue as ondas ultrassonicas sao refletidas de volta ao transdutor, que as transforma
em uma escala de cinza, observada no monitor (WORTSMAN, 2010). A
ultrassonografia convencional possibilita executar diagndstico gestacional, visualizar
diferentes tecidos materno-fetal e acompanhar sua caracterizacdo de aspectos
ecogeénicios e ecotexturais, além de promover a determinacdo de medidas por meio
da ecobiometria dos tecidos (MIRANDA; DOMINGUES, 2010; FELICIANO et al.,
2015).

Os exames ultrassonograficos volumétricos, 3D e 4D, baseiam-se na
reconstrucdo digital de imagem bidimensional, sendo o primeiro exame volumétrico
estatico e o segundo exame em tempo real (FELICIANO et al., 2015), ambos auxiliam
no diagnostico de anormalidades congénitas e dismorfologia, em humanos (BLASS et
al., 2000). Em cadelas gestantes, o primeiro estudo utilizando estas técnicas foi
realizado por Feliciano et al. (2007) que concluiram ser possivel que este exame

identifique anomalias fetais incompativeis com a sobrevivéncia dos filhotes ou que



possam causar distocias. As limitacGes destas técnicas referem-se a sua aplicacao
experimental, decorrente da falta de conhecimento de como executar uma varredura
de qualidade, do alto custo dos equipamentos, além dos artefatos produzidos pelos
movimentos respiratérios (FELICIANO et al., 2015).

A introducdo de transdutores com frequéncia superior a 7,5 MHz nos
equipamentos ultrassonograficos originou o ultrassom de alta resolucéo, sendo que a
frequéncia da onda ultrassdnica estd associada a resolugdo de imagem gerada,
guanto maior a frequéncia das ondas emitidas pelo transdutor, maior a resolugao
espacial e consequentemente a visualizacdo de estruturas proximas (BARCAU et al.,
2015). Em obstetricia veterinaria, a utilizacdo da ultrassonografia de alta resolucéo
tem sido utilizada para o diagnéstico gestacional em cadelas (GARCIA; FELICIANO,
2015). Como desvantagem ou limitacdo desta técnica, as imagens de alta resolucdo
tém um campo de visdo limitado e a definicdo da imagem ndo apresenta grande
nitidez, dificultando a visibilizacado de algumas estruturas fetais e correto diagndéstico
de alteracdes fetais mais sutis (TREECE et al., 2003).

A elastografia ARFI é uma técnica de imagem segura e ndo invasiva, que
fornece medidas quantitativas e qualitativas da rigidez dos tecidos com uma
variabilidade interobservador reduzida. Essa técnica utiliza pulsos acusticos de curta
duracdo para produzir deslocamentos no tecido examinado. 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 (GODDI et al., 2012). O estudo quantitativo ARFI utiliza um impulso
acustico primario em direcdo a uma regiao de interesse, promovendo a formacéao de
ondas de pressdao em propagacdo capaz de deformar os tecidos, captando a
velocidade de propagacdo das ondas de pressao (cisalhamento). A velocidade de
propagacdo e a atenuacdo das ondas estdao relacionadas com a rigidez e
viscoelasticidade do tecido. As ondas apresentam maior velocidade em tecidos rigidos
(COMSTOCK, 2011).

Estudos recentes mostraram que a elastografia ARFI é aplicavel e viavel para
a avaliacdo do tecido pulmonar fetal em babuinos (QUARELLO et al.,, 2016) e
humanos (ZHENG et al., 2016), tecido pulmonar e hepéatico de cées (SIMOES et al.,
2018) e ovinos (SILVA, 2018). Os parametros observados também se correlacionam



com o desenvolvimento gestacional dessas espécies. Nos fetos humanos, a
ultrassonografia € realizada para avaliar a maturidade e as anomalias dos tecidos
pulmonares (ZHENG et al., 2016).

A ecobiometria € uma técnica importante que consiste em mensuracdes de
tecidos maternos e fetais para identificar a idade gestacional e estimativa da data do
parto. Adicionalmente, esta técnica ultrassonografica possibilita estudar as estruturas
gestacionais e avaliagdo anatdomica dos fetos ao longo do desenvolvimento. Sendo
assim é adequada e importante para monitorar cadelas gestantes, pois auxilia na
deteccdo precoce de disfuncdes fetais e maternas, as quais podem prejudicar a
viabilidade gestacional (MIRANDA; DOMINGUES, 2010; FELICIANO et al., 2015).

2.3 Ultrassonografia de Alta definicdo

Dentre as novas técnicas de imagem que tém sido elaboradas em obstetricia
humana, ressalta-se a ultrassonografia de alta definicdo. Esta técnica tem capacidade
de fornecer detalhes mais precisos das imagens obtidas, o que melhora a qualidade
do exame, fornecendo dados ultrassonogréaficas superiores e com nitidez rica, quando
comparada as outras técnicas (BONILLA- MUSOLES, 2013), ou seja, um método de
alta resolucéo com alta definicéo.

O método HD é composto por software especifico que processa os pulsos
elétricos obtidos pelo efeito pizelétrico e os transforma em imagem digital de alta
qualidade, permitindo excelente resolucdo e definicdo, além de adequada
profundidade e melhor visualizacdo das estruturas avaliadas (BONILLA- MUSOLES,
2013). Estas afirmacdes sobre a qualidade da imagem decorrem da representacao
digital das imagens obtidas pelo método, que apresenta quantidade de nimero de
pixels bem elevado (1080) comparado aos outros métodos (0 a 255), o que relaciona-
se diretamente com a melhora consideravel da qualidade e nitidez da imagem
(PAPIER et al., 2000; RICHARDSON et al., 2001).

Em medicina, a ultrassonografia de alta definicio vem sendo usada para
identificacbes de lesbes em nervos periféricos e estruturas adjacentes, bem como a
realizagdo de bloqueio anestésico guiado pelo ultrassom (nervo ciético e popliteo) e
em avaliacdes oftalmicas (KARMAKAR et al., 2013.; TAN; YEO, 2011).

Estudo realizado por Araujo et al. (2015) com US HD em mulheres gestantes,

verificou que o método possibilitou com notdria propriedade a capacidade de visibilizar



as estruturas fetais com singular riqueza de detalhes, contribuindo para um acurado
diagndstico gestacional precoce e correto acompanhamento do desenvolvimento fetal
ultrassonogréfico, quando comparado aos outros métodos ultrassonograficos. Neste
contexto, de acordo com Bonilla-Musoles (2013) a qualidade da imagem
ultrassonografica é extremamente importante para se realizar de modo precoce o
diagnoéstico da gestacdo, além de detectar a origem e natureza das malformacdes
fetais em humanos.

O método em HD fornece uma avaliagdo clara do desenvolvimento
embrionario, propicia aquisicdo de imagens com definicbes precisas, promove
aumento na acuracia dos diagnosticos gestacionais normais e anormais em humanos
(HATA, 2013). Em veterinaria ndo foram encontrados relatos na literatura do uso desta

técnica.
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CAPITULO 2 - Ultrassonografia em alta definicdo (HD) na avaliacdo do

desenvolvimento embrionario e fetal em cadelas braquicefalicas.

Abstract

The objective of this study was to perform high-definition ultrasound (HD) examination
of gestation of pregnant brachycephalic bitches, describing daily findings of maternal-
fetal structures. Twelve healthy brachycephalic females, weighing 7 to 13 kg and aged
from 1 to 4 years, were used. Females were evaluated daily for HD from the 8th day
after artificial insemination until the day of delivery. After descriptive statistical analysis,
we present and describe the days in which gestation, placentation and each of the
embryonic and fetal organ systems were detected. Gestation was confirmed early from
the 10th to the 13th day, the embryo appeared on the 17th day, heart beats on the
18th day, kidneys on the 24th day among other observations, it was possible to identify
and categorize all maternal, embryonic and fetal structures. It was concluded that with
the sonographic examination HD, it was possible to detect the gestational process
early, the development of embryonic and fetal organ systems, and the description of
some fetal tissues never evaluated by ultrasound.

Keywords: canine, pregnancy, embryo, fetal development.

Resumo

O objetivo deste estudo foi realizar o exame ultrassonografico em alta definicdo (HD)
da gestacdo de cadelas de racas braquicefalica, descrevendo achados diarios das
estruturas materno-fetais. Foram utilizadas 12 fémeas braquicefalicas sadias, peso de
7 a 13 kg e com idade de 1 a4 anos. As fémeas foram avaliadas diariamente pela HD,
desde o 8° dia ap6s inseminacao artificial até o dia do parto. ApGs andlise estatistica
descritiva, se apresentam os dias em que a gestacao, placentacdo e cada um dos
sistemas organicos embrionérias e fetais foram detectados. A gestacdo confirmou-se
precocemente do 10° ao 13° dia, 0 embrido apareceu no 17° dia, batimentos cardiacos
no 18° dia, rins no 24° dia entre outras observacdes, foi possivel identificar e
categorizar todas as estruturas maternas, embrionarias e fetais. Conclui-se que com
o exame ultrassonografico HD, foi possivel detectar precocemente o0 processo

gestacional, o desenvolvimento de sistemas organicos embrionarios e fetais, além da



14

descricdo de alguns tecidos fetais nunca avaliados pela ultrassonografia como
pancreas, adrenais, esdfago, traqueia, timo e bula timpanica.

Palavras Chaves: canino, gestacéo, ultrassonografia

Introducao

O exame ultrassonografico tem grande aplicabilidade na rotina obstétrica de
pequenos animais, especificamente na gestacdo das fémeas possibilitando a
realizacdo do diagnostico gestacional, monitoracédo da cadela prenhe, determinagéo
da viabilidade fetal, acompanhamento do desenvolvimento dos 6rgaos e identificacao
de anormalidades gestacionais (JARRETA, 2004; PRETZER, 2008; LAMM;
MAKLOSKI, 2012).

O primeiro relato da utilizacdo da ultrassonografia gestacional em veterinéria
foi em ovelhas (LINDAHL, 1966) e desde entdo tem sido amplamente utilizada em
outras espécies domésticas (GARCIA et al., 1993; YOTOV et al., 2011).

Atualmente, com o0 advento de tecnologias avancadas e aparelhos
ultrassonogréficos com melhor qualidade de imagem com transdutores de alta
resolucdo, houve um progresso singular nos estudos em cadelas gestantes,
permitindo avaliar de forma detalhada a morfologia dos conceptos e acompanhar
adequadamente as diferentes particularidades do desenvolvimento dos tecidos
materno-fetais (DAVIDSON; BAKER, 2009; FELICIANO et al., 2013; GIL et al., 2015;
FELICIANO et al., 2015). Adicionalmente, este avanco tecnoldgico, tem permitido
precocidade consideravel na deteccao dos achados ultrassonograficos indicativos de
gestacdo em cadelas (FELICIANO et al., 2013; GIL et al., 2014a; GIL et al.; 2018)

Em medicina, métodos ultrassonogréficos de alta definicdo (HD) tem sido
aplicados para avaliagéo da gestacédo (ARAUJO et al., 2015; HATA, 2013; TENKUMO,
2013), avaliacdo intravascular (CHIN et al.,2016; SONG et al., 2016), dermatoldgica e
musculoesquelética (ARJUN et al., 2016). Em gestantes, a ultrassonografia HD (US
HD) permite identificar componentes embrionarios e fetais com maior riqueza de
detalhes em todos os trimestres da gestacdo e a qualidade da sua imagem
proporciona caracteristicas reais e fidedignas da normalidade e anormalidades
envolvidas no processo gestacional (ARAUJO et al., 2015; HATA, 2013; TENKUMO,
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2013). Na medicina veterinaria, ainda ndao ha descricdes literarias sobre a utilizacéao
da técnica HD para a avaliacédo gestacional de animais.

Em vista da aplicabilidade descrita para técnica ultrassonografica em mulheres
gestantes e auséncia de estudos em animais, acredita-se que o método possibilitara
descrever com maior riqueza de detalhes e precocidade o aparecimento e
desenvolvimento das estruturas materno-fetais em cadelas gestantes. Sendo assim,
objetivou-se avaliar a aplicabilidade da ultrassonografia HD no estudo gestacional de
cadelas braquicefalicas.

Material e Métodos

Aspectos éticos e animais

Este estudo foi realizado com a aprovacéo da Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
UNESP/Jaboticabal (n.3652/17). Doze fémeas das racas Buldogue francés (n= 8),
Pug (n = 2) e Shih-tzu (n = 2), com peso entre 7 e 13 kg, idade entre 1 e 4 anos e
consideradas saudaveis pela auséncia de sinais ao exame fisico, hemograma, perfil
bioquimico e exame ultrassonogréafico do trato reprodutor, foram selecionadas para
esse estudo. As fémeas eram provenientes de canis da regido com 0s quais o
departamento mantém parceria e apds consentimento livre e esclarecimento por parte
dos tutores para a participacdo dos seus animais no estudo.

Oito dias apds a inseminacao artificial, as fémeas foram alojadas em canis
individuais, com camas apropriadas para gestantes, ventilacdo, luz e temperatura
controlada e alimentadas até o parto com racdo comercial para gestantes e agua ad
libitum. Para prevenir estresse foi implementado passeios diarios.

Para auxiliar na escolha do melhor momento de inseminacao artificial, os
responsaveis pelo canil foram treinados para detectar os primeiros sinais de proestro.
A fase do ciclo estral foi confirmada pelos sinais de cio (aceitacdo da copulacéo pela
fémea) e pela citologia vaginal (FELICIANO et al., 2013; SOCHA et al., 2012). Apés
esta confirmagdo, realizava-se a inseminacdo artificial com sémen de machos

selecionados e considerados aptos a reproducgéo apds exame clinico e andrologico.
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Ultrassonografia HD

Para os exames ultrassonograficos utilizou-se aparelho ACUSON S2000®
(Siemens, Munique, Alemanha) e transdutor digital de alta resolucéo (18L6HD), com
frequéncia de 17,0 MHz.

As cadelas passaram por condicionamento de 15 dias antes da inseminacéao,
realizando-se diariamente uma simulacdo do exame ultrassonografico, todas as
fémeas foram preparadas com tricotomia antes do exame. Transcorridos oito dias da
inseminacao, os animais eram conduzidos ao laboratério de ultrassom, posicionados
em decubito dorsolateral esquerdo e aplicado gel de ultrassom para otimizar a
aguisicao das imagens.

Para avaliacdo ultrassonogréfica seguiu-se o protocolo descrito por Gil et al.
(2014b), com o objetivo de avaliar todo o abdémen e o maior nimero de fetos
possiveis por gestante. As estruturas materno-fetais foram avaliadas em planos
longitudinal e dorsal. O ganho, foco e profundidade de penetracdo foram ajustados
para cada feto durante o exame, visando aperfeicoar a qualidade da imagem.

A data da inseminacéo artificial foi considerada o dia zero e o tempo gestacional
confirmado retrospectivamente pela data de paricdo, considerando periodo normal de
57 a 63 dias (CONCANNON et al., 1983). Durante a avaliacdo ultrassonografica a
idade gestacional era estimada em dias de gestacéo, utilizando as recomendacdes de
Yeager et al. (1992) e Mattoon e Nyland (2015) combinado com a avaliacdo do
desenvolvimento intestinal e renal relatado por Gil et al. (2014a e 2018). Os achados
obtidos foram divididos em dois momentos, de acordo com a fase de desenvolvimento
gestacional: fase embrionéria - até o 35° dia; e fase fetal - do 35° dia até o nascimento
(PRETZER,2008). Em ambas buscou-se: 1) visibilizacdo da vesicula gestacional; 2)
deteccdo e caracterizacao das estruturas embrionérias e fetais; 3) estudo de funcdes
rudimentares (batimentos cardiacos, peristaltismo); e 4) avaliacdo do

desenvolvimento de tecidos gestacionais descritos.

Analise estatistica
Durante o exame ultrassonografico eram cuidadosamente registrados 0s
achados das estruturas materno-fetais identificadas, assim como os sinais de funcao

rudimentar dos mesmos. Posteriormente foram categorizados estes achados na


http://store.elsevier.com/authorDetails.jsp?authorId=ELS_1064791
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identificacdo de cada uma das estruturas maternas, embrionarias ou fetais e
calculados o dia médio de identificacéo, o intervalo de confianca ao 95% e o desvio
padrdo quando se trata de fun¢des rudimentares. Estas analises descritivas foram
realizadas com a ajuda do software R® (Foundation for Statistical Computing, Viena,

Austria).

Resultados
Das 12 cadelas gestantes, 68 fetos foram avaliados e todos nasceram

saudaveis, sem sinais de qualquer anormalidade. O tamanho médio das ninhadas foi
de 5 + 3 filhotes e o tempo médio de gestacdo de 61 + 3 dias (minimo de 59 e maximo
de 63).

Na Tabela 1 e 2 estdo descritos 0os achados ultrassonograficos gestacionais
HD e seus respectivos dias de identificacao.
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Tabela 1. Estruturas e funcdes embrionarias observados ao exame ultrassonografico
HD de cadelas braquicefalicas, dia de gestacdo (DG) no qual foram identificadas e
intervalo de confianca 95% (IC-95%).

Estrutura DG IC-95%
Vesicula Gestacional 10 10-13
Embrido aderido a parede da vesicula gestacional 17 17 -18
Movimento das fibras cardiacas 18 18 - 20
Cordao umbilical 21 21 - 22
Placa neural 21 21-23
Resquicio canal vertebral (Linha primitiva) 21 21 - 23
Saco vitelinico 22 21 - 22
Alantoide 22 21-22
Mesonéfro 24 24 - 27
Coracao 24 24 - 26
Desenvolvimento inicial dos membros 25 25-26
Placentacao 25 25 - 26
Figado 30 29 -31
Definicdo de cabeca e rafe cerebral 27 27 - 29
Plexo coroide 27 27 - 29
Centro de ossificacao 27 27 - 28
Orbitas oculares 27 27 - 29
Estdbmago repleto por conteido anecoico 27 27 - 28
Diferenciacdo entre torax e abdémen 30 30-32
Movimentac&do embrionaria 29 27 - 29
Cristalino 30 30-32
Pulméo 30 29 - 31
Fémur 30 30-32
Coracao (septos e camaras) 30 30-34
Reflexo de succéo 31 30-32
Bexiga 31 31-32
Esqueleto fetal 32 32-33
Coluna vertebral 32 31-33
Cauda 33 33-34
Digitos 33 33-34
Diferenca de ecogenicidade entre Pulméao Figado 34 34 - 36

Aorta e veia cava caudal 34 34 -36
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Tabela 2. Estruturas e funcdes fetais observados ao exame ultrassonografico HD de
cadelas braquicefalicas, dia de gestacdo (DG) no qual foram identificadas e intervalo

de confianca 95% (1C-95%).

Estrutura
Eséfago
Traqueia
Carina
Baco
Osso nasal
Palato
Pelve renal
Vesicula Biliar
Vasos hepaticos
Articulacbes
Escéapula
Costelas

Coragéo (camaras atriais e ventriculares)
Diferenciacdo corticomedular e diverticulo renal

Umero

Tibia

Radio

Estrutura amorfa de intestino
Adrenais

Sexagem fetal

Lingua

Processos alveolares

Timo

Pancreas

Estratificacao intestinal
Arcaboucos timpanicos
Estratificacdo estomacal
Diferenciacdo de Lobos hepaticos
Diferenciacdo entre figado e baco
Peristaltismo intestinal focal
Estdbmago com conteldo ecogénico
Motilidade intestinal generalizada

DG
35
35
35
35
35
35
36
36
36
36
36
36
37
37
38
38
38
38
39
39
39
40
40
41
43
43
43
43
43
47
47
53

1C-95%
35-37
35 - 37
35 - 37
35-37
35 - 36
35-37
36 - 38
35 - 37
35-37
35 - 36
36 - 37
36 - 38
37 - 40
37 -39
38 - 39
38 - 39
38 - 40
38 - 41
39 - 43
39 - 48
39 - 41
40 - 42
40 - 42
41 - 44
43 - 46
43 - 46
43 - 45
40 - 43
43 - 46
47 - 50
47 - 50
51 - 53
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A gestacao foi confirmada entre o 10° e 13° dia gestacional, pela deteccao das
vesiculas gestacionais como estruturas de contetdo anecoico circundado por parede
fina hiperecoica. Os embrides foram visualizados pela primeira vez no 17° ao 18° dia,
caracterizados como pequenas estruturas ecogénicas pediculadas, localizadas
excentricamente na vesicula gestacional, sendo inicialmente identificados como
estruturas hiperecoicas amorfas em contato com a parede interna da vesicula
gestacional, sem movimentos e sem frequéncia cardiaca (Figura 1). Ao 18° ao 20° dia
comecaram a serem identificados as movimentacdes das fibras cardiacas,
aproximadamente 129 + 7 bat/min, com aumento gradativo até chegar e estabilizar

em média 224 £ 7 bat/min quatro dias ap0s a primeira deteccéo.

A B

Figura 1: Imagem ultrassonografica HD correspondente a fase embrionéria em caes

braquicefalicos. (A) Vesicula gestacional de 10 dias (seta); (B) Embrido canino ao 17°

dia gestacional (seta).

Ao 21° e 22° dia, a membrana vitelinica foi visualizada como duas linhas
ecogénicas paralelas ou circulares, separadas por conteido anecoico. A membrana
alantoide foi observada como uma membrana hipoecoica circundando o embrido e
saco vitelinico, o corddo umbilical foi detectado como uma linha hiperecoica na regido
central do embrido. Nesta fase as vesiculas gestacionais apresentaram duas camadas
hiperecoicas, correlacionadas com as porc¢des placentarias (Figura 2). A partir do 25°
dia gestacional esta estrutura sacular modificou seu formato de esférico para oblongo.

Com 21 dias foi identificada nos conceptos, placa neural e linha primitiva, onde
a notocorda se origina, verificada como estrutura tubular de parede hiperecoica e

conteudo anecoico, correspondente ao tubo neural primitivo (futura medula espinhal)
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(Figura 2B). A cabeca e pescoco foram reconhecidos ao 27° dia, com a cabeca
determinada como foco hipoecoico, seguido do plexo coroide cerebral, bilobado e
hiperecoico, ainda em estégio exordial, circundado por ventriculo cerebral anecoico.
O plexo coroide teve aumento gradativo e com 40 dias ja ocupava grande parte dos
hemisférios cerebrais com formato de “borboleta” sendo possivel visualizar tronco
cerebral. A calota craniana também apresentou aumento progressivo ao decorrer das

semanas gestacionais (Figura 3). O arcaboucgo timpanico foi detectado como

estruturas ecogénicas, ovais e arredondada 43° dia.

Figura 2: Ultrassonografia HD de embrides caninos ao 21° dia de gestacdo. (A)
Embrido em corte transversal, presenca de membrana alantoide (seta) e membrana
vitelinica (cabeca de seta); (B) Embrido em corte longitudinal, presenca de tubo neural

(seta curta), corddo umbilical (seta longa) e placentacéo.

Figura 3: Ultrassonografia HD de embrido e feto canino. (A) Presenca de massa

cerebral em estagio inicial com 27 dias; (B) Feto com 36 dias de gestacdo, massa

cerebral em formato de “borboleta”.
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A identificacdo inicial dos membros pélvicos e toracicos ocorreu do 25° ao 26°
dia. Dois dias apés o aparecimento dos botdes de membros foi visualizado areas
hiperecoicas, sem sombra acustica, compativeis a centro de ossificagcdo de alguns
ossos faciais e diafises dos ossos longos. O fémur foi o primeiro osso longo a ser
reconhecido ao 30° dia, escapula ao 36° dia e o radio, umero e tibia ao 38° dia de
gestacdo, todos apresentando crescimento progressivo, e na Uultima semana
gestacional eram facilmente distinguiveis.

O esqueleto axial foi visibilizado como estruturas hiperecoicas com sombras
acusticas, sendo a coluna vertebral, subdividida em suas regides e estruturas evidente
ao 32° dia. A cauda foi definida ao mesmo tempo que os membros eram identificaveis
e os digitos ao 33° dia. O 0sso nasal e palato foram notados ao 35° dia, as costelas e
coluna cervical eram facilmente identificaveis e ocasionavam sombras acusticas junto
com a identificacéo das articulages dos membros ao 36° dia e ja mandibula, maxila
e processos alveolares apresentaram definicdo no 40° dia de gestacéo das fémeas.

As movimentagdes fetais foram identificadas em todos os fetos ao 29° dia e
abrangeram flexao dorsoventral, extensdo dos membros, cabeca e pesco¢co. Com 31
dias detectou-se reflexo de succéo, porém apenas no 39° dia foi possivel distinguir
com nitidez a abertura da boca e a lingua. Ao 27° dia as Orbitas oculares foram
caracterizadas por areas anecoicas, circulares e com 30 dias foi identificado o
cristalino.

O estbmago foi inicialmente evidenciado como uma area focal anecoica ao 27°
dia com diferentes graus de distenséo e ao 43° dia o lumen estomacal estava repleto
por conteddo anecoico com presenca de sedimento hiperecoico, sendo possivel
identificar estratificacdo parietal com identificagcdo da mucosa. Todavia, aos 47 dias
0s segmentos apresentaram melhor definicdo e o contetdo luminal era totalmente
ecogénico. O esodfago também foi identificado ao 35° dia como estrutura tubular
anecoica acompanhando toda a extens&o cervicotoracica até a inser¢cao no estbmago
(Figura 4 e 5). A partir do 41° dia o pancreas foi detectado como estrutura hipoecoica
com relacdo aos tecidos adjacentes, abaixo do estdbmago (Figura 6B).

As estruturas intestinais foram identificadas primeiramente em regido caudal ao
figado reconhecidas por uma area hiperecogénica uniforme, a partir do 38°. Com 43

dias alguns segmentos intestinais apresentaram melhor definicdo e estratificacdo das
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camadas. No 47° dia os segmentos intestinais ja estavam bem definidos com
conteudo intraluminal hiperecoico, superficie mucosa, sua interface e peristaltismo

focal. Ao 53° dia os fetos ja apresentavam peristaltismo intestinal em todos os

segmentos e parede intestinal nitidamente definida e estratificada (Figura 7 e 8).

Figura 4: Imagem do desenvolvimento inicial do estémago. (A) Identificacdo do
estbmago com 27 dias de gestacao (seta); (B) Presenca de es6fago tubular (seta) até

insercao no estdmago (seta pontilhada) ao 35 dia.

Figura 5. Imagem do desenvolvimento do estdmago. (A) Estbmago (seta) com

estratificacdo parietal da parede (entre cursores) ao 43° dia; (B) Lumen estomacal
com presenca de ecos ecogénicos (seta) ao 47° dia.
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Figura 6: Ultrassonografia de fetos caninos com 41 dias de gestacdo. (A) Adrenal

(seta); (B) Pancreas (seta).

Figura 7: Imagens do desenvolvimento intestinal (A) Intestino primitivo ao 38° dia
(seta); (B) Segmentos intestinais mais desenvolvidos (seta) com presenca de inicio
da diferenciacdo das camadas da parede do intestino (seta pontilhada) ao 43° dia.
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Figura 8: Imagens mostrando o desenvolvimento intestinal (A) Segmentos intestinais
ao 47° dia (seta) apresentando melhor definicdo das camadas e peristaltismo focal,
(B) Algas intestinais (seta) com peristaltismo generalizado e estratificagdo bem
definida da parede do intestino (seta pontilhada) com 53 dias de gestacgao.

Ao 27° dia detectou-se estrutura hepatica hiperecoica e com 30° dia
apresentou-se isoecoicos em relagdo ao pulméo, sendo estes 6rgdos separados por
uma linha hipoecoica, referente ao diafragma. Ao 34° dia o figado era hipoecoico com
relacdo ao parénquima pulmonar, sendo esta diferenca progressiva a medida que
ocorreu o desenvolvimento. A vesicula biliar com contetdo anecoico apresentando
parede fina e hiperecoica, diferenciada dos vasos hepaticos anecoicos, foi visualizada
ao 36° dia. Os lobos hepaticos apareceram formados ao 43° dia. O pulméao foi
identificado com 29 dias e se tornou hiperecoico com a evolucéo da gestacdo, sendo
gue ao 35° dia notou-se a traqueia, como estrutura tubular anecoica de parede
hiperecoica estendendo-se até a bifurcacdo entre os bronquios (carina) (Figura 9 e
10).

O baco inicialmente foi observado isoecoico ao figado ao 35° dia e com 43 dias
foi possivel diferenciar a ecogenicidade entre parénquima esplénico e hepatico,
tornando-se hiperecoico em relacdo ao figado (Figura 10). Ao 39° dia as adrenais
foram identificadas no aspecto medial dos rins, como estruturas alongadas e
hipoecoicas. A adrenal direita foi mais dificil de identificar, enquanto a esquerda
apresentou formato discretamente bilobado e, em alguns fetos, foi possivel observar

uma linha fina e hiperecoica relacionada com a jungéo cortico-medular (Figura 10A).
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Figura 9: Ultrassonografia HD de embrido e fetos caninos. (A) 27 dias de gestacéo
figado hiperecoico (seta); (B) 36° dia, presenca de traqueia (set) com bifurcacdo na

carina (seta pontilhada), pulméo hiperecoico.

Figura 10: Achados ultrassonografico de estruturas fetais (A) 47° dia figado com lobos

hepaticos formados e bem definidos (L), vesicula biliar (seta pontilhada) e
diferenciacdo entre figado e baco (seta); (B) Identificacdo das camaras cardiacas:
ventriculo direito (RV), ventriculo esquerdo (LV) e septo interventricular (1S), pulméao

hiperecoico adjacente ao coracao e timo hipoecoico (seta).

Os rins foram visualizados incialmente a partir do 24° dia, como estruturas
hiperecoicas, alongadas, sem pelve e nem definicdo de cortex e medula. No 36° dia,
estas estruturas apresentaram cortex hiperecoica e espessada, presenca de pelve
dilatada com contetdo anecoico; na sequéncia, o cortex e a medula se diferenciaram,

o diverticulo foi visualizado e a pelve se tornou menos dilatada ao 37° dia. Porém, com
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50 dias todos os fetos apresentaram rins com desenvolvimento e imagem semelhante
aos de adultos (Figura 11 e 12).

No 31° dia foi evidente area focal anecoica com parede hiperecoica, localizada
no abdome caudal condizente com bexiga urinaria. Com 40 dias visualizou-se artéria

e veia umbilical como duas areas circulares ao lado da vesicula urinaria.

Figura 11: Imagem ultrassonografica do desenvolvimento renal inicial (A) Estrutura
renal primitiva (seta) com 24 dias; (B) Rim direito no 36° dia. Note cortex renal

espessado (seta) e pelve renal dilatada (seta pontilhada).

Figura 12: Imagem do desenvolvimento renal (A) Rim esquerdo (seta) no 37° dia com

pelve renal menos dilatada (linha pontilhada); (B) Rim direito (seta) com 50 dias de
gestacao, relacao de cortex (C) e medular (M) bem definida.

No primeiro momento da deteccdo dos batimentos cardiacos foi visualizada

uma estrutura sem muita definicdo correspondente ao coragdo em estagio primitivo.
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O coracdo inicia-se o0 desenvolvimento ao 24° dia e ao 30° dia apresenta
ecogenicidade hipoecoecogénica com septacdes lineares representando as paredes
das camaras e as valvas. Ao 37° dia foram observadas as quatro camaras e ao 42°
dia os grandes vasos cardiacos. Por sua vez, a aorta abdominal e veia cava caudal
foram detectadas ao 34° dias. No 40° dia foi localizado o timo no espaco mediastinal
cranial com ecogenicidade hiperecoica, que diminuiu até se tornar hipoecoica ao 44°
dia (Figura 10B).

A sexagem fetal foi possivel a partir do 39° dia, em corte sagital detectou-se no
macho, presenca de uma linha medial hiperecoica na regido perineal e na fémea uma
protuberancia genital caracterizada por linhas hiperecoicas com forma piriforme e uma

linha central, que representa os grandes labios, na regido ventral a cauda.

Discusséo

Este estudo descreve achados ultrassonograficos HD das fases embrionaria e
fetal em cadelas braquicefalicas gestantes, fornecendo informacdes importantes
acerca da organogénese e do desenvolvimento gestacional canino, além da deteccdo
precoce e detalhada de estruturas materno-fetais, ainda ndo descrito na literatura
veterinaria. Fato justificavel pelo progresso tecnoldgico e aperfeicoamento dos
equipamentos de ultrassom, o0 que levanta a necessidade de reavaliar o
desenvolvimento gestacional ndo apenas 0 uso da técnica em caninos, mas também
nas diversas espécies animais e atualizar os parametros do desenvolvimento
embrionario e fetal, anteriormente publicados na literatura veterinaria.

Na fase fetal identificaram-se estruturas pela US HD, para nosso conhecimento
nunca antes descritas na literatura veterinaria, possivelmente pela qualidade da
imagem ultrassonogréfica sucedido pelo progresso tecnolégico e aperfeicoamento
dos equipamentos de ultrassom. A qualidade da imagem decorre da apresentacao
digital das imagens obtidas, na qual a quantidade de pixels por polegada quadrada é
elevada (1080) comparado aos métodos ultrassonograficos tradicionais
(aproximadamente 255), isso se correlaciona positivamente com a qualidade e
contraste da imagem (PAPIER et al., 2000; RICHARDSON et al., 2001).

O diagnoéstico gestacional das fémeas foi realizado com precocidade (10° ao
13° dia) ao se comparar com a literatura 16° ao 21° dia (ASSIS; SLIMANI, 2008). Este
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resultado tem relevante significado para obstetricia veterinaria, pois possibilita
confirmacédo de gestacdo adiantada para tutores, da subsidio ao veterinario em casos
de gestacao indesejavel, permite diagndéstico diferencial antecipado de anormalidades
ou ndo associadas ao utero canino e fornece ao obstetra ferramentas para o
planejamento dos cuidados gestacionais (FELICIANO et al., 2008; MESQUITA et al.,
2009). Esta precocidade observada é justificada pela data de formacdo da morula,
aproximadamente no 8° dias apos a fertilizacdo, e subsequente organizacdo do
blastocisto, blastocele e trofoblasto, processo que correspondem temporariamente a
formacdo da vesicula gestacional (MONTEIRO et al., 2011), estrutura cistica
facilmente visibilizada ao exame ultrassonogréfico.

Aissi e Slimani (2008) descrevem que o embrido canino é visualizado entre o
22° e 23° dia de gestacédo e Beccaglia (2016) relatou sua detecc¢éo no 23° dia apés a
ovulacdo. No presente estudo, esta estrutura foi identificada entre o 17° e 18° dia
gestacional, antecipando as datas de deteccéo descritas pelos autores supracitados.
Esse momento coincide com o periodo de implantacdo embrionéria, que se inicia em
torno de 18° dia ap6s a ovulacdo (CHASTANT-MAILLARD et al., 2010).

A frequéncia cardiaca € detectada, no exame ultrassonografico convencional,
entre 0 22° e 24° dia e relaciona-se a um pequeno foco de vibracdo rapida dentro do
embrido, correspondente a uma frequéncia duas vezes mais que da mae (AISSI;
SLIMANI, 2008; MATTOON; NYLAND, 2015). Nossos resultados corroboram tais
afirmagbes, contudo por meio da ultrassonografia HD foi possivel verificar uma
movimentacado cardiaca precoce ao 18° dia com frequéncia inicial de 121 e 139
movimentos/minuto, e seu aumento gradativo até normalizar quatro dias posteriores.

Em embrides humanos o sistema cardiovascular é o primeiro a funcionar e
inicialmente possui uma motilidade ondulatéria de tipo peristaltica, que leva uma
movimentacgdo inicial diminuida similar ao observado no exame HD, e que aumenta
gradativamente até a 142 semana de gestacdo (SILVA; BAILAO, 2000). Em fetos
caninos, este fendbmeno néo tinha sido relatado, possivelmente pela escassa literatura
sobre embriologia (PIERI et al., 2015) ou pela qualidade do exame ultrassonografico
convencional. A US HD permitiu antecipar em 10 dias a identificacdo das quatro

camaras cardiacas e grandes vasos cardiacos. Segundo Mattoon e Nyland (2015) as
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quatro camaras cardiacas sao visibilizadas por volta dos 40 dias e varios dias mais
tarde os grandes vasos cardiacos.

No espago mediastinal cranial com 40 dias foi notado timo e acompanhado sua
alteracdo de ecogenicidade. A avaliagdo do timo fetal € pouco descrita em todas as
espécies, embora estudos recentes sugiram a importancia de introduzir a avaliacédo
deste 6rgdo no pré-natal humano, visto que possui correlagcdo com o crescimento e
peso corporal (DIEMERT et al., 2016).

O cordéao umbilical foi visibilizado antecipadamente (21° dia gestacional) com
relacdo as assertivas realizadas por outros autores, que citam ao 28° dia apos pico de
LH como o momento de deteccdo (CONCANNON, 2000). Nossos resultados obtidos
conferem com estudo in vivo, onde com tal data o embrido ja apresenta cordao
umbilical (PIERI et al., 2015).

Pela US HD foi possivel fornecer informacdes ultrassonograficas de placa
neural, tubo neural primitivo, desenvolvimento do saco vitelinico e alantoide que
corroboram com o periodo da organogénese fetal, onde com 21° e 22° dias o embrido
apresenta tais estruturas (PIERI et al., 2015). Dados precoces comparados aos
resultados observados pelo método modo B que permite identificar tais estruturas ao
37° dia (FELICIANO et al., 2007).

Na 5° semana gestacional (35° dia) a massa cerebral € identificada ao modo B
em pequena quantidade e apresenta um aumento gradativo com o decorrer das
semanas gestacionais nas cadelas (FELICIANO et al., 2013). Utilizando a US HD, a
visibilizacdo deste achado foi antecipada (27° dia), momento em que as vesiculas
cerebrais (prosencéfalo, mesencéfalo e rombencéfalo) ja estdo formadas (PIERI et al.,
2015). Além disso, a técnica permitiu descrever melhor o tecido e sua formacgéo, com
descricao ultrassonografica da normalidade obtida a imagem da massa cerebral, em
formato de “borboleta”, semelhante ao descrito em fetos humanos normais (CAMPO
E HWANG, 2018). Tais achados sdo de valiosa aplicabilidade para diagnosticar
anormalidades cerebrais em humanos (MILANI et al.,, 2015; HARIGOVIND et al.,
2019) e podera servir para avaliacdo dos fetos caninos.

A avaliacdo da bula timpanica foi factivel por meio da US HD e essas descrigfes

corroboram com o Unico relato em fetos humanos (LEIBOVITZ et al., 2013), sendo
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gue estes achados podem auxiliar no diagndéstico pré-natal da perda de audicdo em
humanos.

O botao dos membros é visualizado por volta do 27° ao 31° dia e o esqueleto
axial 29° ao 33° (BECCAGLIA et al, 2016), dados estes semelhantes aos achados
com a US HD. Contudo, Teixeira et al. (2009) descrevem que o fémur e Umero em
cées podem ser distinguidos no ultrassom a partir do 42° dia de gestacao. Foi possivel
verificar em nossos resultados precocidade na diferenciagdo destes 0ssos e a
deteccdo adequada de outros 0ssos que ainda nao tinham sido descritos na avaliagcéo
ultrassonogréafica até 0 momento como: escapula, radio e tibia; tecidos que sédo de
importancia, por exemplo para a avaliacdo do crescimento fetal em humanos
(ARDUINI; GIACOMELLO, 2009).

O o0sso nasal e regido de palato dos fetos caninos foram descritas com
originalidade nesse trabalho com 35 dias de gestacdo. Em humanos a auséncia do
0sso hasal e seu tamanho se associam com a sindrome de Down (MAZZONI et al.,
2006) e a visualizacdo do palato é indispensavel para reconhecer fenda palatina in-
utero (VACCARI-MAZZETTI et al., 2009).

Com 27 dias identificaram-se os olhos e 30 dias os cristalinos, datas que
antecipam as descricfes ultrassonografica em caes, na qual a literatura relata que os
olhos podem ser observados apo6s 39 dias do pico de LH (LAMM; MAKLOSKI, 2012).

Ao 27° dia foi observado o estbmago repleto de contetido anecoico assim como
relatado por Beccaglia et al. (2016), contudo esse trabalho € Unico quando
mencionado sobre o desenvolvimento do estdmago e estratificacdo de parede em
fetos caninos. O pancreas e o esodfago fetal em cédes nunca haviam sidos avaliados
por meio da ultrassonografia. Sabe-se da literatura humana que o pancreas fetal
possui papel vital no crescimento e desenvolvimento do feto e por esse motivo é
valoroso identificar e avaliar tal 6rgao (HILL et al., 1989; DESDICIOGLU et al., 2010).
Por sua vez a avaliacdo do esdfago de fetos humanos é util no diagndstico de
anomalias congénitas (COOPER et al., 1985; MALINGER et al., 2004).

A identificagéo das algas intestinais, ocorreu em datas semelhantes ao relatado
por Gil et al. (2014a). Entretanto esse achado ndo pode ser usado como preditor da
idade gestacional, visto que tais autores citam motilidade generalizada a partir de 57

dias de gestacao, diferente do presente estudo que foi verificada a partir de 53 dias,
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Essa precocidade comprova que o peristaltismo intestinal ndo pode ser usado como
indicador da conclusdo da organogénese fetal (ZONE et al., 2001; GIL et al., 2014a).

O pulméo e o figado sdo relativamente isoecoicos quando visibilizados pela
primeira vez e a definicdo clara entre ambos € possivel apenas apds os 35 dias,
segundo Aissi e Slimani (2008). No presente estudo notamos esse mesmo resultado,
mas com 30 dias e com 27 identificamos figado hiperecoico. Estes achados coincidem
com a organogénese pois com 23 e 25 dias o embrido possui estrutura hepética e
pulm&o primitivo respetivamente (CONCANNON et al., 2001; PIERI et al., 2015). A
avaliacdo ultrassonografica da traqueia em fetos é desconhecida na medicina
veterinaria, em fetos humanos a andlise traqueal é vantajosa no diagnostico de
anomalias congénitas, principalmente da regido do pesco¢o (COOPER et al., 1985;
MALINGER et al., 2004).

Com o desenvolvimento gestacional o figado apresenta aumento de tamanho,
0S vasos e a vesicula biliar sdo identificados a partir do 50° dia de gestacado em caes
segundo Maldonado et al. (2012) e Feliciano et al. (2015), com a HD esses achados
foram realizados 14 dias antes. Em humanos a avaliacdo da vesicula biliar
embrionaria é importante pois permite diagnosticar anormalidades congénitas como
atresia biliar, calculos e cistos (YAYLA; BAYIK, 2016). Para nosso conhecimento esta
€ a primeira descricdo dos lobos hepaticos e da diferenca de ecogenicidade entre
figado e bago em fetos caninos, sendo um resultado similar ao descritos nos animais
adultos (HELCK, 2015).

A literatura veterinaria ndo relata a deteccdo ultrassonografica do baco fetal
como mencionado nesse trabalho, tal avaliacdo é importante em fetos humanos,
sendo que alteracdes esplénicas fetais como tamanho, ecogenicidade e
malformacdes estao associadas a doencgas hematolégicas, infeciosas e sindromes do
desenvolvimento (DIEMERT; TUTSCHEK, 2018).

Anormalidades estruturais em adrenais de fetos humanos podem ser
visualizadas no ultrassom e normalmente estdo associadas ao nascimento de fetos
prematuros (HAN; COPEL, 2018), mulheres com parto prematuro apresentam fetos
com adrenais maiores que fetos normais (TURAN et al., 2011). Dessa forma a
descricdo inédita, desse estudo para medicina veterinaria pode fornecer informacdes

valiosas sobre anormalidades da gestag&o canina.
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Os rins sdao visibilizados no modo B a partir do 38° dia gestacional (ENGLE et
al., 2003; FELICIANO et al.,, 2014; NYLAND; MATTON, 2015; GIL et al., 2018).
Entretanto, por meio da técnica utilizada foi possivel identificar estrutura renal
hiperecoica com 24 dias, observacdo correspondente ao desenvolvimento do tecido
renal primitivo ou mesonefro (GIER; MARION, 1970; PIERI et al., 2015; BECCAGLIA
et al., 2016). Gil et al. (2018) descrevem o desenvolvimento renal de fetos caninos por
meio da ultrassonografia de alta resolucdo, relatando que o rim é identificado ao 39°
dia sem definicdo de cértex e medula e ao 43° com definicdo de cértex e medula.
Nosso trabalho comprova que a US HD possui qualidade de imagem superior quando
comparada a de alta resolucéo sendo que identificamos definicdo de cortex e medula
renal com 37 dias de gestacdo. A bexiga urinaria também foi detectada com
precocidade quando comparado a literatura, onde é citada a visualizacdo apo6s 33 dias
da cruza das cadelas (AISSI; SLIMANI, 2008).

A sexagem fetal &€ descrita em cées a partir da 8° semana gestacional (Gil et
al., 2015), no entanto com a ultrassonografia HD foi possivel realizar esta manobra na
6° semana de gestacao.

Concluséo

Conclui-se que a ultrassonografia HD permite identificar precocemente
estruturas relacionadas ao processo gestacional em caninos braquicefélicos, estudar
o desenvolvimento de sistemas organicos embrionarios e fetais, além de trazer
informacdes ainda ndo descritas na literatura veterinaria. Tornando esta ferramenta

promissora e aplicavel a ciéncia embriol6gica e a rotina médica veterinaria.
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CAPITULO 3 — Ecobiometria gestacional em cadelas braquicefalicas utilizando

a ultrassonografia de alta definicdo (US HD)

Abstract

The purpose of this study was to perform the high resolution (HD) ultrasonography
study in addition to the formation of some organs that have never been described in
the literature. Twelve healthy females, weighing 7-13 kg and aged 1-4 years, of
brachycephalic races were used. Conventional ultrasound and HD ultrasonography of
the fetuses were performed daily after eight days of artificial insemination until
parturition using the ACUSON S2000/SIEMENS ultrasound apparatus and specific
softwares. Measurements were made of embryonic and fetal structures, embryonic
vesicle diameter, embryo length, biparietal diameter; abdomina; renal length and renal
height; femur length; humerus, scapula, radius and tibia; thickening of the stomach
wall; adrenal length; cardiac measurements. The significant results (P <0.001),
obtained for lateral diameter of the gestational vesicle (r2 = 81.8%), embryo length (r2
= 85.7%), biparietal diameter (r2 = 99.1%), area (r2 = 97.2%), gastric wall thickness
(r2 = 86.9%), femoral length (r2 = 96.6%), radius length (r2 = 97.5%), humeral (r2 =
96.5%), length of the scapula (r2 = 95.8%), length of the tibia (r2 = 97.3%), length (r2
= 95.8%) and height (r2 = 96.0 (r2 = 93.0%) and height (r2 = 91.5%) of the heart of the
canine fetuses showed a significant correlation with the gestational days and allowed
the estimation of gestational age with variable accuracy and in different periods.

Keywords: canine, pregnancy, ecobiometry, fetal development.

Resumo

O objetivo deste estudo foi obter valores ecobiométricos dos principais tecidos
materno-fetais, por meio da ultrassonografia HD. Foram utilizadas 12 fémeas, higidas,
com peso de 7 al3kg e idade 1 a4 anos, de racas braquicefalicas. Realizou-se exames
ultrassonografico convencional e ultrassonografia HD dos fetos, diariamente ap0s oito
dias da inseminacdo artificial até a data de paricdo, utilizando do aparelho
ultrassonografico ACUSON S2000/SIEMENS e softwares especificos. Foi realizado
medidas de estruturas embrionarias e fetais, didmetro da vesicula embrionéria,

comprimento do embrido, diametro biparietal e abdominal comprimento e altura renal;
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comprimento do fémur; Umero, escapula, radio e tibia; espessamento da parede
estomacal, comprimento da adrenal; mensuracfes cardiacas. Os resultados
significativos (P < 0.001), obtidos para a diametro lateral da vesicula gestacional (r2 =
81,8%), comprimento do embrido (r2 = 85,7%), diametro biparietal (r2 = 99,1%) e
abdominal (r2 = 97,2%), espessura da parede gastrica (r2 = 86,9%), comprimento do
fémur (r2 = 96,6%), comprimento do radio (r2 = 97,5%), comprimento do umero (r2 =
96,5%), comprimento da escépula (r2 = 95,8%), comprimento da tibia (r2 = 97,3%),
comprimento (r2 = 95,8%) e altura (r2 = 96,0%) do rim, comprimento da adrenal (r2 =
89,6%), comprimento (r2 = 93,0%) e altura (r2 = 91,5%) do coracéo dos fetos caninos
mostraram correlagcdo significativa com o0s dias gestacionais e permitem
acompanhamento do crescimento fetal, estimativa da idade gestacional com acuracia
variavel e em diferentes periodos

Palavras Chaves: canino, prenhez, ultrassom, ecobiometria

Introducéo

O exame ultrassonogréfico gestacional tem uma grande utilidade na rotina
veterinaria de pequenos animais, pois € 0 meio de diagndstico mais preciso na
avaliacdo da gestacdo e considerado in6cuo para o binbmio materno-fetal
(NEPOMUCENO et al., 2013). Por meio desta técnica é possivel acompanhar o
desenvolvimento dos 6rgaos, determinar a viabilidade e estimar a idade gestacional
pela ecobiometria das estruturas maternas, embrionarias e fetais (LOPATE, 2008).

A ecobiometria é uma técnica importante para analisar estruturas gestacionais,
realizar avaliacdo morfométrica dos fetos ao longo do desenvolvimento, prever idade
gestacional e data provavel de parto (MIRANDA; DOMINGUES, 2010). Essa técnica
proporciona avaliacdo da evolucdo do crescimento fetal no decorrer da gestacéo e é
importante para a reducdo da mortalidade no periodo fetal e pré-natal (JOHNSEN et
al., 2008).

Em obstetricia humana, novas técnicas ultrassonograficas tém sido propostas
com o intuito de aumentar a acuracia do acompanhamento gestacional, dentre esses
métodos a ultrassonografia de alta definicdo (HD, high definition) obtém destaque, por
possuir qualidade de imagem eminente (BONILLA- MUSOLES, 2013; NAWAPUN et
al., 2018).
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Devido a importancia da ecobiometria na avaliacéo ultrassonografica, a notavel
utilidade da técnica ultrassonografica HD em mulheres gestantes e pelo fato do
ineditismo do método em medicina veterinaria, considera-se que a técnica possibilitara
detectar com precocidade as estruturas materno-fetais e realizar precisa ecobiometria
de fetos caninos, fornecendo novos parametros de idade gestacional. Com estes
preceitos, este estudo objetivou avaliar a eficiéncia do exame ultrassonografico HD
para predizer a idade gestacional em cadelas braquicefalicas mediante a
determinacao de parametros ecobiométricos e acompanhamento do desenvolvimento

de tecidos materno-fetais.

Material e Métodos

Aspectos éticos e animais

Este estudo foi realizado com a aprovacéo da Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
UNESP/Jaboticabal (n.3652/17). Doze fémeas das racas Buldogue francés (n= 8),
Pug (n = 2) e Shih-tzu (n = 2), com peso entre 7 e 13 kg, idade entre 1 e 4 anos e
consideradas saudaveis pela auséncia de sinais ao exame fisico, hemograma, perfil
bioquimico e exame ultrassonogréafico do trato reprodutor, foram selecionadas para
esse estudo. As fémeas eram provenientes de canis da regido com 0s quais 0
departamento mantém parceria e apds consentimento livre e esclarecido por parte dos
tutores para a participacédo dos seus animais no estudo.

Oito dias apds a inseminacao artificial, as fémeas foram alojadas em canis
individuais, com camas apropriadas para gestantes, ventilacdo, luz e temperatura
controlada e alimentadas até o parto com ragcdo comercial para gestantes e agua ad

libitum.

Avaliacao do ciclo reprodutivo

Para auxiliar na escolha do melhor momento de inseminacao artificial, os
responsaveis pelo canil foram treinados para detectar os primeiros sinais de proestro.
A fase do ciclo estral foi confirmada pelos sinais de cio (aceitacdo da copulagéo pela
fémea) e pela citologia vaginal (SOCHA et al., 2012; FELICIANO et al., 2013). Apés
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esta confirmacdo, realizava-se a inseminacdo artificial com sémen de machos

selecionados e considerados aptos a reproducao apos exame clinico e urolégico.

Ultrassonografia de alta definicdo e ecobiometria
A ultrassonografia foi realizada com o aparelho ACUSON S2000® (Siemens,
Munique, Alemanha) e um transdutor digital de alta resolucdo (18L6HD) com
frequéncia padronizada em 17,0 MHz. O ganho, foco e outros ajustes foram feitos
durante o exame para obter a melhor imagem para cada feto avaliado. As cadelas
passaram por condicionamento de 15 dias antes da inseminacéo, realizando-se
diariamente uma simulacdo do exame ultrassonografico, todas as fémeas foram
preparadas com tricotomia antes do exame. Transcorridos oito dias da inseminagao,
0s animais eram conduzidos ao laboratério de ultrassom, posicionados em decubito
dorsolateral esquerdo e aplicado gel de ultrassom para otimizar a aquisicdo das
imagens. Os exames ultrassonograficos foram realizados por um avaliador experiente.
A data da inseminacéo artificial foi considerada o dia zero e o tempo gestacional
confirmado retrospectivamente pela data de pari¢cdo considerando um periodo normal
de 57 a 63 dias, devido aos periodos variaveis de proestro e estro em caes
(CONCANNON et al., 1983). Durante a avaliacdo ultrassonografica a idade
gestacional era estimada em dias de gestacdo, utilizando as recomendacdes de
Yeager et al. (1992) e Mattoon e Nyland (2015) combinado com a avaliacdo do
desenvolvimento intestinal e renal relatado por Gil et al. (2014a) e Gil et al. (2018).
Para avaliacdo ultrassonografica seguiu-se o protocolo descrito por Gil et al.
(2014b), com o objetivo de avaliar o maior numero possivel de fetos em cada gestante.
Uma vez identificadas, por meio da US HD, as estruturas embriondrias ou fetais
foram realizadas as medi¢des, diariamente, utilizando o software do aparelho:
diametro externo dorsoventral (DVE) e latero-lateral (LLE) da vesicula embrionaria,
didmetro interno dorsoventral (DVI) e latero-lateral (LLI) da vesicula embrionaria;
comprimento do embrido (CE); diametro biparietal (DBP) e abdominal (DA);
comprimento do fémur (FEM); comprimento do umero (UME); comprimento da
escapula (ESC); comprimento do radio (RAD); comprimento da tibia (TIB);
comprimento (CR) e altura renal (AR); espessura da parede estomacal (EST);

comprimento da glandula adrenal (CAD); comprimento (CC) e altura (AC) do coracéao.
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Andlise estatistica

Foi realizada com auxilio do software R-project® (Foundation for statistical
computing, Austria). Inicialmente foi testada a distribuicdo dos parametros (teste de
Shapiro) e a homocedasticidade (teste de Barllett). Posteriormente as medidas reais
ou transformadas foram correlacionadas com dias de gestacdo pelo teste de
Spearman e quando significativo, foi testado o ajuste dos parametros e idade
gestacional a modelos de regressdo (linear, quadratico e cubico). O nivel de
significancia foi definido em 5% para todos os testes e os resultados apresentados

como a média + DP (desvio padrao).

Resultados
O tempo médio de gestacao nas 12 cadelas foi de 61 + 3 dias (minimo 59 e

méaximo 63) e 68 fetos foram avaliados, todos nasceram saudaveis, o numero médio
de filhotes por ninhada de 5 + 3 filhotes.

A ecobiometria das vesiculas gestacionais foi realizada do 10° ao 23° dia de
gestacao. As estruturas eram identificadas como uma cavidade anecoica arredondada
de contornos finos e hiperecoicos, sendo que a cavidade anecoica aumenta de
tamanho diariamente até o 23° dia (Figura 1A).

A primeira visibilizacdo da estrutura embrionaria ocorreu ao 17 dia gestacional
(variando de 17 a 18 dias). As medidas do comprimento embrionério foram realizadas
a partir do primeiro dia de deteccdo até o 30° dia gestacional, com crescimento
gradativo, multiplicando de tamanho a cada trés dias (Figura 1B). Por sua vez, ao 21°
dia gestacional todos os embrifes apresentaram batimentos cardiacos, sendo em
alguns detectados ao 18° dia gestacional. No primeiro dia da deteccéo da frequéncia
cardiaca, notou-se uma frequéncia baixa (minimo 121 bpm e méaximo 139 bpm) e apés
guatro dias manteve-se entre 200 e 240 bpm.

Ao 25° dia gestacional, iniciou-se a medida do diametro biparietal (Figura 1C)
e em alguns conceptos ja era possivel identificar estrutura renal e efetuar as medidas
do comprimento renal (Figura 3A). No 30° dia de gestacao foi possivel medir diametro
abdominal (Figura 1D) e medir a espessura da parede estomacal (Figura 3B) e o
comprimento femoral (Figura 2A). Com 31 dias comec¢aram as medidas de coracéo e
altura renal (Figura 3A e D). A tibia, radio e escapula foram identificadas e mensurados
a partir do 38° dia (Figura 2 B, C, D e E), nessa idade gestacional também se detectou
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as glandulas adrenais, na maioria dos conceptos e era executavel o comprimento
longitudinal (Figura 3C)

A biometria foi realizada sem quaisquer dificuldades, entretanto dois dias antes
do parto h& dificuldade de se obter imagens satisfatérias devido ao tamanho da
ninhada e dos conceptos. Os resultados do estudo de regressédo dos parametros de
ecobiometria que apresentaram correlacao significativa com a idade gestacional estédo
descritos na Tabela 1. Na Figura 4 esté a representacéo grafica dos trés parametros
que exibiram os maiores coeficientes de determinacdo da idade gestacional

embrionaria e fetal.

Figura 1. Imagem ultrassonogréafica da ecobiometria embrionaria e fetal de caes

barquicefalicos. (A) ecobiometria da vesicula gestacional; (B) comprimento do

embrido; (C) Diametro biparietal; (D) Diametro abdominal.
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Figura 2. Imagem ultrassonografica da ecobiometria embrionaria e fetal de caes

barquicefalicos. (A) comprimento do fémur; (B) comprimento do Umero; (C)

comprimento da escapula; (D) comprimento do radio; (E) comprimento da tibia (seta).
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Figura 3. Tecidos avaliados pela ecobiometria. (A) comprimento e altura renal; (B)

espessura da parede do estébmago; (C) comprimento da adrenal; (D) comprimento e

altura do coragéo.
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Tabela 1. Resultados do estudo de regressdo dos parametros de ecobiometria que
apresentaram correlacdo significativa (P < 0,05) com os dias gestacional (DG),
formulas preditivas e o coeficiente de determinacdo das mesmas (R?) em cadelas
braquicefalicas, avaliadas diariamente (desde o 8° dia apds inseminacao artificial até
o dia do parto) pela ultrassonografia de alta definicao.

Parametro DG R2 (%) Formula preditiva

DBP 25-63 99,1 DG = 22,4+ 1,5x DBP

RAD 38 - 63 97,5 DG = 35,2+ 1,6 X RAD

TIB 38 - 63 97,3 DG =34,6+ 1,6 XTIB

DA 30 - 63 97,2 DG = 29,8+ 075 x DA

FEM 30 - 63 96,6 DG = 33,6 +1,4 X FEM

UME 38 - 63 96,5 DG =345+ 1,5 X UME

AR 31-63 96,0 DG = 33,4+ 2,1 X AR

ESC 36 - 63 95,8 DG =34,8+ 1,6 X ESC

CR 24 - 63 95,8 DG = 25,5+ 2,6 X CR — 0,05 X CR?

CcC 31-63 93,0 DG =315+1,7%xCC

AC 31-63 91,5 DG =32,3+1,3%x AC

CAD 38 - 63 89,6 DG =32,5+5,8 X% CAD

EST 27 - 63 86,9 DG = 24 + 22,5 X EST

CE 17 -30 85,7 DG =193+ 0,7%X CE

LLE 10 - 23 81,8 DG = 2,4+ 2,3 xLLE — 0,07 X LLE?
DVE 10-23 79,8 DG = 3,7+ 2,3 x DVE — 0,07 X DVE?
LLI 10-23 74,9 DG =9,8+ 2,7 X LLI — 0,15 X LLI?

DVI 10-23 74,0 DG =10+ 3,4 X DVI — 0,25 x DVI?

DBP: diametro biparietal; RAD: comprimento do radio; TIB: comprimento da tibia; DA:
didmetro abdominal; FEM: comprimento do fémur; UME: comprimento do Umero; AR:
altura renal; ESC: comprimento da escapula; CR: comprimento renal; CC:
comprimento do coracgéo; AC: altura do coracdo; CAD: comprimento da adrenal; EST:
espessamento da parede estomacal; CE: comprimento do embrido; LLE: diametro
latero-lateral externa da vesicula embrionaria; DVE: diametro dorsoventral externa da
vesicula embrionaria; LLI: diametro latero-lateral interno da vesicula; DVI. diametro
dorsoventral interno da vesicula.
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Figura 4. Representacédo grafica dos parametros ecobiométricos que apresentaram os
melhores coeficientes de determinacéo (R?) para o célculo da idade gestacional (dias)
embrionaria (direita: CE: comprimento do embrido; DVE: diametro dorsoventral e LLE:
latero-lateral externos da vesicula embrionaria) e fetal (esquerda: DBP: diametro
biparietal; RAD: comprimento do radio e da TIB: tibia); em cadelas braquicefalicas,
avaliadas diariamente (desde o 8° dia apds inseminacao artificial até o dia do parto)
pela ultrassonografia de alta definicdo. A linha continua corresponde ao modelo de
regressao adaptado a este parametro e as pontilhadas as datas de previsdo ao 95%
de confianca.
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Discusséo

Todos os parametros ultrassonograficos embrionarios e fetais mensurados no
presente estudo mostraram correlacdo significativa com os dias gestacionais e
permitem assim uma estimativa da idade gestacional com acuracia variavel, além de
acompanhamento do crescimento fetal. Este é o primeiro estudo de ecobiometria
avaliando diariamente cadelas braquicefalicas, utilizando a ultrassonografia HD como
método de imagem, sendo algumas estruturas avaliadas citadas pela primeira vez na
literatura veterinéria.

A ecobiometria semanal em animais braquicefalicos pode ajudar a avaliacédo
do desenvolvimento dos fetos e auxiliar a obter estimativa da idade gestacional
(FELICIANO, 2015). Contudo, a biometria semanal dos fetos caninos apresenta
variacdes que estimam a data antecipada do parto (TEIXEIRA, 2009). Nesse contexto,
a ecobiometria diaria realizada nesse estudo fornece maior precisdo no calculo da
idade gestacional e subsidio para uma adequada avaliacdo da fémea e seus
conceptos.

A vesicula gestacional comecou a ser avaliada no 10° dia gestacional,
precocidade essa nunca relatada. Fato esse que pode ser justificado pela
embriogénese (MONTEIRO et al., 2011). Dentre esses parametros a medida do LLE
foi a que apresentou melhor correlacdo com a idade gestacional (R2 = 82%) diferente
de Feliciano et al. (2013) que obtiveram melhor correlacdo da idade (R? = 70%)
avaliando o LLI semanalmente, utilizando a técnica de alta resolucdo. O didametro da
vesicula gestacional pode sofrer alteracbes em gestacbes anormais, sendo o
diagnéstico precoce importante para identificar anormalidades (FREITAS et al., 2016).

O embrido foi mensurado do 17° ao 30° dia gestacional, periodo que
acompanha o momento da implantacéo até o embrido se tornar um feto (PHEMISTER,
1974). Diferente do observado em nosso estudo, Pretzer (2008) cita que o embrido é
visto pela primeira vez ao modo B entre 0 22° e 23° dias. Porém, assim como notado
neste experimento, estudos baseados na embriologia canina alegam que com 21 dias
0 embrido possui 4,5mm de comprimento (NODEN; LAHUNTA, 1991; EVANS, 1993;
PIER et al., 2015).

Nesse estudo a ecobiometria renal se apresentou como um preditor de idade

gestacional discreto, conferindo com fetos humanos, onde o comprimento do rim é
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uma medida util para avaliar anormalidades fetais, mas ndo € um bom indicador de
crescimento (BRENNAN et al., 2018). Esse parametro difere de Feliciano et al. (2014),
onde os autores citam a ecobiometria renal como adequado preditor de idade
gestacional em cadelas.

O diametro biparietal foi o melhor preditor da idade gestacional no presente
estudo, corroborando com outros estudos (TEIXEIRA et al., 2009; SOCHA et al., 2015;
MATTOON; NYLAND, 2015). Adicionalmente, o DBP apresentou o melhor coeficiente
de determinacdo (R2? 99%) e pode ser avaliado a partir do 25° dia gestacional até o
momento do parto, diferente do descrito na literatura (MELO et al., 2006; JABIN et al.,
2007; TEIXEIRA et al., 2009; FELICIANO et al., 2015) que indica a utilizacdo deste
parametro apenas apoés o 30° dia gestacional.

A biometria das camadas estomacais € cognita em humanos e ovinos, no qual
os valores apresentam correlacéo linear com a idade gestacional (NAGATA et al.,
1994; DAVID et al., 2010), bem como nos presentes resultados. A mensuracado da
parede gastrica foi realizada, sem qualquer dificuldade, a partir do 27° dia, fato esse
nao relatado em fetos caninos. Este parametro possui grande relevancia clinica em
humanos no que cerne a terapias genéticas pré-natais para doencas gastrointestinais
(ABI-NADER et al., 2009).

O didametro abdominal pode ser mensurado a partir da 5° semana gestacional
em cadelas de raca braquicefélica e apresenta aumento linear e boa correlacdo com
a idade gestacional (CAMARGO et al., 2011; FELICIANO et al., 2015). Informagéo
gue procede com o presente estudo, contudo o0 nosso apresentou um coeficiente de
determinacao (R2 = 97%) superior ao relatado pelos autores citados.

O comprimento do fémur fetal em humanos é considerado um excelente
preditor da idade gestacional a partir do segundo trimestre gestacional (HADLOCK et
al., 1985; FRUSCA, 2018), o presente estudo confere esses resultados uma vez o
comprimento do fémur em cadelas braquicefélicas apresentou um excelente poder
preditivo da idade gestacional (R? = 97%), valor superior ao verificado por Feliciano et
al. (2015) (R2 = 90%). Evidenciou-se que o comprimento do umero demonstra melhor
correlacdo com a idade gestacional quando comparada com o fémur, corroborando
com as assertivas de Camargo (2011). Importante destacar os resultados obtidos para

0Ss0s como escapula, radio e tibia que possuem excelente relagdo com a idade
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gestacional, como em humanos (ARDUINI; GIACOMELLO, 2009). Contudo, dentre
todas as ecobiometrias 6sseas a melhor predicdo foi observada ao mensurar o
comprimento do radio (R2 97,5%), a qual ndo € muito utilizada em humanos devido a
facilidade em se obter o comprimento do fémur (ARDUINI; GIACOMELLO, 2009).

A biometria da adrenal realizada nesse estudo pode trazer informacdes
valiosas para a medicina veterinaria, visto que ndo ha relatos na literatura da
identificacdo e ou medidas da adrenal em fetos caninos, por meio da ultrassonografia.
Esse parametro apresentou boa correlacdo com a predicao da idade gestacional (R?
89,6%). Adicionalmente, pode proporcionar estudos futuros acerca de parto
prematuro, uma vez que esse parametro € um excelente preditor de parto prematuro
em mulheres com 87% de especificidade. Mulheres com parto prematuro apresentam
fetos com adrenais maiores que fetos normais (TURAN et al., 2011).

Concluséo
Todos as medidas biométricas estudadas pela ultrassonografia de alta

definicdo resultaram preditivas para a idade gestacional em cadelas braquicefélicas;
cabe destacar o didmetro biparietal como o melhor preditor pela sua acuracia e o
tempo de abrangéncia do 25° dia até 0 momento do parto; 0 comprimento dos 0Ss0s
radio e tibia também ganham destague no periodo compreendido ente o 35°dia e 0
parto. Por sua vez a medicdo do didmetro externo da vesicula embrionaria e do
comprimento fetal resultaram ser os parametros mais adequados para o calculo da
idade gestacional nos embrides de cadelas de racas braquicefalicas. Estes resultados
brindam importantes bases para a avaliacdo obstétrica deste tipo de cadelas e abram
as portas para estudos do desenvolvimento gestacional com a ferramenta de alta
definicao.
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CAPITULO 4 - Elastografia ARFI e ultrassonografia pulmonar de fetos caninos

com hidropsia

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.70, n.5, p.1409-1413, 2018

Pulmonar ARFT elastography and ultrasonography of canine fetal hydrops: case report
[Elastografia ARFI e ultrassonografia pulmonar de fetos com hidropsia fetal canina: relato de caso]

M.C. Maronezi', G.M. Madmgal._ R.AR. Uscategui', APR. Simdes', P. Silva', M.G K. Rodrigues’.,
C.A. Cintra', AR. 4ssis’, WRR. Vicente', M.AR. Feliciano'>

Abstract

This case report describes diagnostic e prognostic applicability of pulmonary
acoustic radiation force impulse elastography e ultrasonography in canine hydrops
fetalis. We also explore these methods’ potential in prediction of postnatal respiratory
dysfunction. Two pregnant bitches (English bulldog [case 1] e French bulldog [case 2])
were referred for sonographic evaluation in their last week of pregnancy. Ultrasound
showed that in each bitch, one fetus presented with lung alterations
(hyperechogenicity, irregular surface, e pleural effusion) e anasarca. The other fetuses
of the litter were normal, e they were observed as light gray e dark blue on pulmonary
elastography. Their shear-wave velocity was 0.75m/s. Fetuses with hydrops were
observed as medium gray e dark blue, e the average shear-wave velocities were
1.05m/s (case 1) e 1.12m/s (case 2). Findings were compatible with increased lung
rigidity. Six neonates of English bulldog e two of French bulldog showed no signs of
clinical abnormalities during neonatal assessment. One puppy in each gestation
presented with anasarca e respiratory distress, e died approximately 24 hours after
birth. Novel ultrasound techniques (elastography) for assessing pulmonary tissues in
abnormal fetuses in veterinary obstetrics can promote early, safe, e non-invasive
diagnosis of canine prenatal e neonatal alterations.

Keywords: canine, gestational ultrasonography, fetal abnormalities
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Resumo
Este relato de caso descreve a aplicabilidade diagndéstica e progndstica da

elastografia ARFI e ultrassonografia pulmonar em fetos caninos com hidropisia, como
um método potencial para predizer a disfuncdo respiratéria pos-natal nesses
conceptos. Duas cadelas gestantes (Buldogue Inglés - caso 1 e Buldogue Francés -
caso 2) foram encaminhadas para avaliacao ultrassonografica na ultima semana de
gestacdo. Pela ultrassonografia foram observadas, em cada cadela, um feto
apresenteo alteracdes pulmonares (hiperecogenicidade, superficie irregular e
derrame pleural) e anasarca. Outros fetos nao apresentaram anormalidades. Os fetos
normais apresentaram elastograma pulmonar cinza-claro e azul-escuro e velocidade
de cisalhamento de 0,75m/s. Os fetos com hidropisia apresentaram tonalidades cinza-
média e azul-escura e velocidade de cisalhamento de 1,05m/s (caso 1) e 1,12m/s
(caso 2). Esses achados sdo compativeis com o0 aumento da rigidez pulmonar. Seis
neonatos Buldogue Inglés e dois Buldogues Franceses ndo mostraram sinais de
anormalidades clinicas na avaliacdo neonatal. Um filhote de cada gestacéo
apresentou anasarca e dificuldade respiratdria, vindo a 6bito cerca de 24 horas apo6s
o0 nascimento. O uso das novas técnicas de ultrassonografia (elastografia) para
avaliacdo de tecidos pulmonares em feto anormal, em obstetricia veterinaria, pode
promover o diagndstico precoce, seguro e nao invasivo de alteracdes pré-natais e
neonatais em conceptos caninos.

Palavras-chave: canino, ultrassonografia gestacional, anormalidades fetais.

Introducéao

A hidropsia fetal em cdes é uma anormalidade congénita causada por
desequilibrio hemostatico de fluidos no feto, levando ao acumulo de liquido nos
tecidos subcutaneos (anasarca), sistema nervoso central (hidrocefalia), membranas
fetais (hydroallantois ou hydramnios) e cavidades (efusGes peritoneal, pericardica e
pleural) (Assis et al., 2013; Feliciano et al., 2013).

O derrame pleural secundario a hidropisia fetal esta correlacionado com altas
taxas de mortalidade perinatal em humanos (Freitas, 2011). Ndo ha relatos na

literatura veterinaria que descrevem essa correlacdo; entretanto, sabe-se que a
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hidropisia esta associada a altas taxas de mortalidade em animais neonatais (Assis et
al., 2013).

A elastografia ARFI (acoustic radiation force impulse) € uma técnica de imagem
ultrassonogréfica utilizada para a avaliacdo da elasticidade tecidual (Feliciano et al.,
2014). Estudos recentes mostraram que esta técnica € aplicavel e viavel para a
avaliacdo do tecido pulmonar fetal em babuinos (Quarello et al., 2016), humanos
(Zheng et al., 2016), caes (Simdes, 2016), e ovinos (Silva, 2017). Os parametros
observados também se correlacionam com o desenvolvimento gestacional dessas
espécies. Nos fetos humanos, a ultrassonografia é realizada para avaliar a maturidade
e as anomalias dos tecidos pulmonares (Simdes, 2016).

Até o momento, nenhum estudo descreveu a aplicabilidade da elastografia
ARFI no diagnostico de altera¢des pulmonares em fetos caninos. Este relato de caso
descreve a aplicabilidade diagndstica e progndstica da elastografia ARFI em hidropisia
fetal canina. Além de descrever o potencial deste método para prever disfuncéo

respiratéria pos-natal.

Descricdo do caso

Duas cadelas gestantes, saudaveis e sem sinais de intercorréncias clinicas
durante a gestacao foram encaminhadas para avaliagdo ultrassonografica na ultima
semana gestacional afim de avaliar a viabilidade fetal e estimar a idade gestacional:
uma primipara de dois anos de idade, 25 kg, da raca Buldogue inglés (caso 1) e uma
multipara de dois anos, 13 kg, raca buldogue francés (caso 2).

Um Unico ultrassonografista experiente realizou os exames. A ultrassonografia
convencional foi realizada com um transdutor linear de 9,0 MHz, utilizando o
equipamento de ultrassom ACUSON S2000/SIEMENS (Siemens, Munique,
Alemanha) para avaliar a viabilidade gestacional (através do desenvolvimento do
tecido fetal), frequéncia cardiaca e idade gestacional ultrassonografica. A idade
gestacional ultrassonografica foi estimada utilizando-se a seguinte formula: idade
gestacional = ([6 x diametro parietal] + [3 x diametro abdominal] + 30). Uma
observacdo também foi feita para determinar se os achados de imagem eram

compativeis com o periodo de avaliacdo (Socha et al., 2012).
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Por meio da ultrassonografia modo-B, o examinador estimou a média dos
periodos de gestacdo em 58 dias (caso 1) e 60 dias (caso 2). Pelo menos trés fetos
foram observados, e a frequéncia cardiaca média foi de 181 batimentos/min em
ambos os casos. Em cada cadela, um feto apresentava hiperecogenicidade pulmonar
(em comparacao aos demais fetos), superficie pulmonar irregular (retracao pulmonar),
derrame pleural, espessamento subcutaneo, e um contéudo anecoico entre a pele e
a camada muscular (Figura 1). Esses achados foram compativeis com hidropsia fetal.

A andlise qualitativa e quantitativa das estruturas pulmonares fetais em fetos
normais e aqueles com hidropisia foi realizada utilizando o método VTIQ de ARFI
(virtual touch tissue imaging quantification, 2D shear-wave elastography technique)
(Feliciano et al., 2014; Tang et al. , 2015). A elastografia qualitativa ARFI produziu
imagens em escala de cinza (elastograma) que foram avaliadas da seguinte forma:
tons esbranquicados (areas pretas ou azuladas: menos rigidas) corresponderam a
tecidos mais elasticos (macios) e tons mais escuros (areas esbranquicadas ou
avermelhadas: tecidos rigidos ndo deformaveis) tecidos mais rigidos (duros). A
avaliagcdo quantitativa das estruturas pulmonares foi realizada para obter a velocidade
de onda de cisalhamento (m/s). Trés a seis medicdes de diferentes areas desses
tecidos foram selecionadas por meio do calipter para determinar a velocidade média

da onda de cisalhamento.
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Figura 1. Imagens ultrassonograficas de fetos caninos com hidropsia (A: buldogue
inglés e B: buldogue francés). Observe a presenca de derrame pleural (setas
pontilhadas) e estruturas pulmonares fetais com superficies irregulares e
hiperecogenicidade (setas continuas).

Fetos normais apresentaram elastograma pulmonar com tonalidades cinza
claro e azul escuro e valores médios para velocidade de cisalhamento de 0,75 m/s.
Em fetos com hidropsia, o elastogrrama pulmonar apresentou tonalidade cinza médio
e azul escuro e valores médios para velocidade de cisalhamento de 1,05 m/s (caso 1)
e 1,12 m/s (caso 2), sendo tais achados compativeis com aumento da rigidez
pulmonar.

Ap6s avaliagbes ultrassonogréficas minuciosas, as gestantes foram
submetidos a cesariana. Os pacientes do caso 1 e caso 2, nasceram sete e trés
filhotes, respectivamente seis bulldogs ingleses e dois filhotes de bulldog francés néo
apresentaram sinais de anormalidades clinicas durante a avaliagdo neonatal. No
entanto, o caso 1 apresentou um filhote com anasarca e desconforto respiratorio, e o
caso 2 possuiu um filhote com angustia respiratéria. Ambos os filhotes foram
estabilizados, mas morreram aproximadamente 24 horas ap0s o nascimento. Nao

houve consentimento para necropsia.
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Figura 2. Imagem elastografica de um feto de buldogue francés com hidropsia. O
exame permitiu determinar o tom do tecido pulmonar fetal e a velocidade da onda de
cisalhamento do tecido anormal (canto direito).
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Figura 3. Imagem Elastografica de um feto de buldogue inglés com hidropsia. O exame
permitiu determinar a velocidade da onda de cisalhamento do tecido anormal (canto
direito).
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Discussao

As hidropsias fetais em caninos tem relevante importancia em obstetricia
veterindria, pois assim como no presente relato sdo considerados indicadores para
conducdo a cesariana devido ao risco de distocia, além de serem responsaveis por
elevado indice de mortalidade neonatal nesta espécie e em humanos (Freitas, 2011,
Assis et al., 2013). A mortalidade dos neonatos acometidos, especialmente com
efusdo pleural, estd correlacionada com anormalidades na maturidade e
desenvolvimento do tecido pulmonar (lllanes et al., 2005). Neste contexto, atribui
singular relevancia para o diagndstico precoce de alteracdes pulmonares fetais por
meio de técnicas de imagem, sendo a elastografia ARFI descrita com aplicabilidade
inédita neste relato.

A ultrassonografia gestacional é de ampla utilidade na deteccdo de
anormalidades relacionadas com a hidropsia fetal em caninos (Feliciano et al., 2013)
e possibilitou a visibilizacdo do acumulo anormal de liquido nos dois conceptos
anormais deste relato. Os achados ultrassonogréficos relacionados com presenca de
fluidos em regido subcutanea e cavidade toracica observados nos fetos caninos sédo
semelhantes aos descritos por Assis et al. (2013) e Sridevi et al. (2016).

Alteracfes na ecogenicidade do tecido pulmonar dos fetos com hidropsia ainda
ndo foram descritos na literatura veterinaria. O aumento da ecogenicidade pulmonar
e irregularidade da superficie deste 6rgao visibilizada nos fetos anormais podem estar
relacionadas a sindrome de angustia respiratoria constatada nos dois neonatos que
morreram. Segundo lllanes et al. (2005), em humanos a associacdo entre hidropsia
fetal e a presenca de pulméo ecogénico é comum e se correlaciona com elevada taxa
de mortalidade neonatal. O déficit respiratério e anormalidades no tecido pulmonar
sdo decorrentes de lesdes promovidas pela aumento da presséo intratoracica nos
individuos acometidos causada pelo acumulo de liquido pleural (lllanes et al., 2005;
Yinon et al., 2008; Freitas, 2011).

O estudo realizado por Silva (2017), demonstrou que a elastografia ARFI
permite identificar as mudancas na elasticidade dos tecidos pulmonares normais
relacionadas com o desenvolvimento tecidual dos conceptos ovinos, durante o
periodo gestacional. Adicionalmente, Simdes (2016) observou, por meio da

elastografia ARFI pulmonar de conceptos caninos, valores qualiquantitativos
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constantes durante a Ultima semana gestacional de cadelas, demonstrando pouca
variabilidade na elasticidade e desenvolvimento do tecido pulmonar neste periodo da
gestacgédo. Estes resultados demonstram a importancia da elastografia pulmonar fetal
e permitem sugerir que as variacbes e anormalidades da elasticidade do 6rgéo
(aumento da rigidez) observadas nos fetos com hidropsia foram preditores da

sintomatologia e progndéstico dos neonatos acometidos.

Segundo Silva (2017), modificacbes fisiologicas na rigidez pulmonar
(elastografia ARFI) relacionam-se diretamente com o desenvolvimento do tecido
pulmonar na fase fetal: preenchimento de espac¢os pulmonares por liquido pulmonar
fetal (responsavel pelo crescimento e maturagéo estrutural) e estruturacdo pulmonar.
O aumento da rigidez pulmonar verificado no exame ARFI qualitativo pode indicar
anormalidades na composicao final das estruturas pulmonares em conceptos com
hidropsia. Ao comparar elastogramas dos fetos anormais (tonalidades mais escuras)
com os normais (tonalidades claras) e dados da literatura (Simdes, 2016), nota-se que
0 aumento da rigidez visibilizado nesta técnica qualitativa pode ser indicativo de

anormalidades na maturacédo e desenvolvimento final do pulm&o dos fetos.

Por meio da avaliagdo ARFI quantitativa foi possivel verificar com facilidade o
aumento da rigidez pulmonar nos fetos com hidropsia, caracterizada por dectectar
valores elevados para velocidade de cisalhamento (caso 1: 1,05 m/s and caso 2: 1,12
m/s); quando comparados com os fetos normais (0,75 m/s) e aos valores descritos na
literatura durante a Ultima semana gestacional de caninos (Cl: 0,83 — 0,86 m/s; Simbes
2016) e ovinos (ClI: 0,57 - 0,67 m/s; Silva 2017). O adequado desenvolvimento e
maturacdo do tecido pulmonar fetal € necessério para adaptacdo respiratéria
satisfatoria do neonato (Vannucchi et al., 2012). Sugere-se que este aumento de
rigidez possa estar relacionado com modificagdes estruturais dos pulmdes dos fetos
com hidropsia, comprometendo a maturacdo e desenvolvimento final deste tecidos,

promovendo a disfuncao respiratéria ocorrida nos neonatos deste relato.

Conclusao

A nova técnica ultrassonografica (elastografia), atualmente descrita, para

avaliacdo de tecidos pulmonares em fetos anormais em obstetricia veterinaria deve



65

promover o diagndstico precoce, seguro e nao invasivo de alteracdes pré e pds-natais
em caninos. Conforme observado no presente relato, a técnica facilita um manejo
rapido e adequado dos pacientes. Também pode ser usado em estudos futuros sobre

o tratamento e controle de anormalidades fetais.
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