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ULTRASSONOGRAFIA CONTRASTADA POR MICROBOLHAS (CEUS) E
DOPPLER UMBILICAL NA GESTACAO DE CADELAS BRAQUICEFALICAS

RESUMO - Os objetivos dos estudos foram realizar a avaliagdo da
hemodinamica gestacional fisioldgica, envolvendo a dinamica vascular da artéria
umbilical e a perfuséo de placentas normais e funcionais e entdo estabelecer
parametros qualitativos e quantitativos de referéncia para cadelas
braquicefalicas saudaveis e avaliar a vascularizacdo e perfusdo placentaria em
cadelas com anormalidades fetais proximas ao parto. Foram utilizados 44 fetos,
provenientes de 22 cadelas braquicefalicas, e 9 fetos com anormalidades. Os
exames ultrassonograficos foram realizados nos trés tercos da gestacéo, aos 25,
45 e 58 dias, neste ultimo momento, dos fetos com anormalidade gestacionais.
Utilizou-se aparelhno ACUSON S2000/SIMENS e transdutor multifrequencial
matricial e linear. Foram avaliados dois fetos de cada fémea, preferencialmente
os localizados proximos a regiao de ovario. O modo doppler espectral foi utlizado
para mensuracdo eletrbnica das variaveis dopplerfluxométricas da artéria
umbilical: velocidade sistélica (VS), velocidade diastolica (VD), tempo médio de
velocidade minima (TaMin), tempo médio de velocidade maxima (TaMax), indice
de pulsatilidade (IP) e indice de resisténcia (IR). Apds, foi realizada a CEUS
utilizando o software de imagem harménica (CADENCE) na avaliagcédo qualitativa
do contraste ultrassonogréfico, identificando: uniformidade do preenchimento
nas regides placentarias (homogéneo ou heterogéneo), areas de hipoperfuséo,
e se ao longo do periodo gestacional o padréo de realce sofreria alteragcdes em
relacdo a entrada e saida do contraste; e na quantitativa dos parametros de
perfusdo placentarios: pico de intensidade do contraste (Fpeak em % de pixels),
tempo para o pico (Ftp em s), tempo médio de transmissao (Fmtt em s), area sob
a curva (Fauc) e inclinagcéo da curva de entrada em pixels (Fpixels). As variaveis
coletadas foram comparadas entre os fetos avaliados (normais e anormais) e
entre 0s momentos pelo teste T-Student e ANOVA e correlacionadas pelo teste
de Spearman. Nos fetos saudaveis as variaveis VS, VD, TaMax e TaMin
aumentaram significativamente do M2 para o M3 (P<0,05), enquanto o IP
(P<0,043) e o IR (P<0,001) diminuiram. Os parametros avaliados no CEUS
permaneceram constantes durante todos os tercos da gestacdo (P<0,05).
Qualitativamente, em todos os momentos avaliados, a distribuicdo do contraste
foi homogénea no tecido placentario. Foi possivel acompanhar as adaptacoes
vasculares materno-fetais conforme a progresséo da gestacdo em cadelas, de
forma a atender as crescentes demandas metabdlicas do feto. Ja nos fetos que
apresentaram hidropsias os valores de Doppler foram semelhantes aos obtidos
nos saudaveis (P<0,05), porém na avaliagdo com CEUS foi possivel verificar
uma distribuicdo heterogénea, com menor intensidade de preenchimento do
tecido placentario e um atraso nos tempos de perfuséo (P<0,05), com acuracia
diagnostica proxima de 75%. A associacao das técnicas dopplerfluxométricas e
CEUS permitiu estabelecer parametros qualitativos e quantitativos da
hemodinamica gestacional fisiologica, em todos os ter¢cos da gestacdo, sendo
possivel correlacionar com desenvolvimento e manutencdo de todo processo
gestacional, sem evidéncia de alteracdes significativas na fisiologia do binémio
materno-fetal; assim a CEUS demonstrou ser aplicavel na deteccao de falhas no



preenchimento vascular placentario (disfuncéo tecidual) em fetos com anasarca
e hidrocefalia. Adicionalmente,foram descritos os achados ultrassonograficos de
alteracdes encontrados durante o exame pré natal, de alteragBes nas estruturas
renais de um feto pela da ultrassonografia de alta definicdo, com descrito no
relato de caso presente nesta tese.

Palavras-chave: céaes, ultrassonografia veterinaria, ultrassonografia Doppler,
meios de contraste (diagnostico por imagem), alteracdes gestacionais.



CONTRAST-ENHANCED ULTRASOUND (CEUS) AND UMBILICAL
DOPPLER IN THE PREGNANCY OF BRAQUICEPHALIC BITCHES

ABSTRACT - The objectives of the studies were to evaluate the
physiological gestational hemodynamics, involving the vascular dynamics of the
umbilical artery and the perfusion of normal and functional placentas, and then to
establish qualitative and quantitative reference parameters for healthy
brachycephalic bitches and to evaluate the vascularization and placental
perfusion in bitches with fetal abnormalities close to delivery. 44 fetuses were
used, from 22 brachycephalic bitches, and 9 fetuses with abnormalities.
Ultrasound examinations were performed in the three thirds of pregnancy, at 25,
45 and 58 days, at this last moment, of fetuses with gestational abnormalities. An
ACUSON S2000 / SIMENS device and a multi-frequency matrix and linear
transducer were used. Two fetuses from each female were evaluated, preferably
those located near the ovary region. The spectral doppler mode was used to
electronically measure the dopplerfluxometric variables of the umbilical artery:
systolic velocity (VS), diastolic velocity (RV), mean minimum velocity time
(TaMin), mean maximum velocity time (TaMax), pulsatility index ( IP) and
resistance index (IR). Afterwards, CEUS was performed using the harmonic
imaging software (CADENCE) in the qualitative evaluation of the ultrasound
contrast, identifying: uniformity of filling in the placental regions (homogeneous
or heterogeneous), areas of hypoperfusion, and whether, throughout the
gestational period, the pattern of enhancement would change in relation to the
entry and exit of the contrast; and in the quantity of placental perfusion
parameters: peak contrast intensity (Fpeak in% of pixels), time to peak (Ftp in s),
average transmission time (Fmtt in s), area under the curve (Fauc) and slope of
the input curve in pixels (Fpixels). The variables collected were compared
between the fetuses evaluated (normal and abnormal) and between the moments
by the T-Student and ANOVA tests and correlated by the Spearman test. In
healthy fetuses, the variables VS, VD, TaMax and TaMin increased significantly
from M2 to M3 (P <0.05), while PI (P <0.043) and IR (P <0.001) decreased. The
parameters evaluated in CEUS remained constant during all thirds of pregnancy
(P <0.05). Qualitatively, in all evaluated moments, the distribution of contrast was
homogeneous in the placental tissue. It was possible to monitor the maternal-
fetal vascular adaptations according to the progression of gestation in bitches, in
order to meet the increasing metabolic demands of the fetus, which allow it to
develop properly. In the case of fetuses that presented hydrops, the Doppler
values were similar to those obtained in the healthy ones (P <0.05), however, in
the evaluation with CEUS it was possible to verify a heterogeneous distribution,
with less intensity of filling of the placental tissue and a delay in the times of
perfusion (P <0.05), with diagnostic accuracy close to 75%. The association of
flow-through doppler techniques and CEUS allowed to establish qualitative and
guantitative parameters of physiological gestational hemodynamics, in all thirds
of pregnancy, of healthy brachycephalic bitches, being possible to correlate with
the development and maintenance of the whole gestational process of healthy
bitches, without evidence of significant changes in the physiology of the maternal-
fetal binomial; thus, CEUS proved to be applicable in the detection of flaws in the
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placental vascular filling (tissue dysfunction) in fetuses with anasarca and
hydrocephalus. In addition, the sonographic findings of alterations found during
the prenatal examination, of alterations in the renal structures of a fetus by that
of high definition ultrasonography, have been described, as described in the case
report in this thesis.

Keywords: dogs, veterinary ultrasound, Doppler ultrasound, contrast
media (diagnostic imaging), gestational changes.



CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1. Introducéo

O exame ultrassonogréfico tem grande utilidade como auxilio no diagnostico e
acompanhamento gestacional na cadela (Davidson e Baker, 2009). Foi introduzido
para esse fim em 1978 e, desde entdo vem se expandindo devido a sua eficacia e
seguranca (Matton e Nyland, 2015). A ultrassonografia € um método preciso e seguro
para a fémea e os fetos, sendo utilizado para confirmagcdo da gestacao, estimar a
idade gestacional, avaliar a viabilidade fetal, além de diagnosticar condi¢cdes anormais
gue possam estar relacionadas a gestacdo, como subdesenvolvimento fetal, morte
fetal e abortamento (Feliciano et al., 2007).

A placenta é um 6rgdo vascular que se forma no decorrer da gestacao e por
meio dela ocorre a comunicacéo entre o organismo materno e fetal através do cordao
umbilical (Prestes e Alvarenga, 2006). A avaliacdo desse tecido também é importante
considerando que fatores como subdesenvolvimento embriondrio podem estar
associado a alteracdes relacionadas a placenta (Johnston et al., 2001).

Com o avanco da tecnologia, a melhora dos transdutores e a melhor resolucao
de imagem, ha maior detalhamento nas avaliagdes, sendo possivel acompanhar com
precisdo a organogénese, sinais ultrassonograficos de reabsorcdo, doencas
congénitas e hereditarias no pré-natal (Blanco et al., 2011). Com essa evolucao
tecnologica € possivel também estudar a circulagdo Utero-placentaria e feto-
placentaria por meio da ultrassonografia Doppler (Giannico et al., 2015), inclusive
auxiliando no diagnéstico de gestacdes anormais e/ou abortos em cdes (Nautrup,
1995; Giannico et al., 2015). O Doppler é um método que, associado a
ultrassonografia convencional, fornece informacdes em tempo real sobre a arquitetura
vascular e os aspectos hemodindmicos dos vasos em diversos 6rgaos (Carvalho,
2008).

Somando as demais técnicas, a ultrassonografia por contraste microbolhas
(CEUS) é um método diagnodstico recente que possibilita a avaliacdo de alteracdes

hemodindmicas por meio do estudo das caracteristicas da perfusdo vascular. Este



método avalia a capilarizacdo tecidual através da administracdo intravenosa das
microbolhas, que por apresentarem tamanho semelhante ao das hemécias se
difundem tanto na macro como na microcirculacdo, além de promover aumento do
sinal Doppler quando associados, melhorando a qualidade do exame (Feliciano et al.,
2019).

Considerando a associacdo das técnicas ultrassonograficas, os objetivos deste
estudo foram determinar a dindmica vascular da artéria umbilical dos fetos por meio
da técnica Doppler e as caracteristicas qualiquantitativas da perfusédo placentaria por
meio do CEUS e verificar a correlacdo com desenvolvimento e manutencdo do
processo gestacional em fetos com e sem anormalidades durante a gestagédo de

cadelas braquicefélicas saudaveis.

2. Revisao de Literatura

2.1 Desenvolvimento placentério

A placentacdo e o desenvolvimento das membranas fetais na espécie canina
atualmente sédo estudados de forma extensiva, ja que o conhecimento da morfologua
placentaria possibilita reconhecer corretamente suas alteracdes patologicas e a
possivel correlagdo com a viabilidade neonatal (Miglino et al., 2006; Aralla el
al.,2013).A placenta é a ligacdo entre a méae e feto e tem como funcdo o suprimento
de oxigénio e nutrientes, remocao de detritos metabdlicos, producéo e secrecao de
hormoénios, fatores de crescimento fetal e regulacdo do ambiente uterino do feto
(Prestes; Landim-Alvarenga, 2006). A placenta das cadelas é denominada endotélio-
corial e ha quatro camadas entre o feto e a mae, sendo o endotélio materno, o cérion,
0 mesénquima e o endotélio fetal (Roberts, 1986). Em funcdo da disposi¢do dessas
camadas ao redor do feto, esse tipo de placenta € denominado zonaria. Ela envolve
completamente o feto e nas suas margens sao observados os hematomas marginais,

de coloracdo esverdeada que sdo estruturas consideradas lagos sanguineos, em



contato com o trofoblasto, resultantes do extravasamento de sangue materno (Miglino
et al.,, 2006). Na cadela hé& eritrofagocitose e endocitose férrica placentaria, sendo
basicamente a funcdo dos hematomas marginais de facilitar a absorcédo de ferro
(Ambrésio et al., 2009).

A placentagdo ocorre pela formagdo e unido das membranas fetais ao
endométrio, iniciando-se apods o periodo de implantagdo do embrido no utero,
ocorrendo o crescimento externo do mesoderma extra embrionario a partir do
trofoblasto e apo6s migracdo entre o trofoectoderma e endoderma (Prestes; Landim-
Alvarenga, 2006). A implantacéo embrionéria se inicia por volta dos dias 16 aos 18 e
se completa até o dia 23 da gestacdo, sendo observado que entre os dias 22 e 23 h4

invasado do trofoectoderma placentario no endométrio (Thatcher et al., 1994).

2.2 Circulagado materno-fetal

A circulacdo materno-fetal se inicia na fase de placentacdo, sendo o
intercambio entre o sangue materno e o sangue fetal. As circulacdes do feto e da mae
permanecem separadas por camadas de tecidos. O componente fetal da placenta é
formado por tecido coribnico vascularizado por vasos alantoidianos e essa separacao
é feita por trés camadas de tecidos: endotélio dos vasos, mesénquima e as células do
trofoblasto. A parte materna consiste em outras trés camadas de ordem inversa,
epitélio uterino superficial, tecido conjuntivo e o endotélio dos vasos maternos. Estas
camadas formam a membrana placentaria, que consiste em uma barreira conjunta e
seletiva entre o fluxo sanguineo do feto e da mée, e a0 mesmo tempo é uma via de
transporte no intercambio sanguineo materno-fetal (Prestes e Landim-Alvarenga,
2006).

Durante a vida fetal, todo oxigénio utilizado pelo feto é de origem materna e
difunde-se através da placenta para o sangue fetal. O suprimento de sangue
oxigenado € derivado da artéria uterina e das anastomoses que ocorrem das artérias
ovarina e vaginal, passa pelo ducto venoso, chega aos atrios esquerdo e direito do

feto, aorta e sai pela artéria umbilical (Prestes e Landim-Alvarenga, 2006). Quando o



sangue oxigenado retorna a placenta pela veia umbilical, 50% passa pelos sinuséides
hepéticos e o restante sofre um desvio da circulagdo hepética imediatamente para
circulacao sistémica, pelo ducto venoso. Depois de uma pequena passagem pela veia
cava, 90 a 95% do sangue chega ao atrio direito e pelo forame oval € direcionado ao
atrio esquerdo (Cunninghan, 2004; Rodrigues, 2008).

Em torno de 5 a 10% do fluxo sanguineo que chega ao atrio direito é carreado
aos pulmbes pelas artérias pulmonares e retorna ao atrio esquerdo sem ser
oxigenado. Parte desse sangue, é desviado para a aorta pelo ducto arterioso antes
de chegar aos pulmdes. Cerca de 40 a 50% do fluxo da aorta descendente passa
pelas artérias umbilicais e retorna a placenta para reoxigenacdo, o restante é
destinado a perfusdo das visceras abdominais e a porcéo caudal do corpo (Crissiuma
et al., 2005; Landim-Alvarenga, 2006).

O maior volume de sangue que circula no feto € uma mistura de arterial e
venoso, suficiente para as necessidades metabdlicas do feto (Mattos, 1997,
Cunninghan, 2004). Como no periodo fetal ndo ha respiracdo pulmonar, os pulmdes
apresentam-se atelectasicos e repletos por um liquido proveniente do plasma com
baixo teor de oxigénio. Durante a vida fetal, a abertura do ducto arterioso é mantida
pela menor concentracdo de oxigénio e pela producédo enddégena de prostaglandinas,
que atuam sobre as células musculares do ducto, mantendo-as relaxadas (Mattos,
1997). Quando o corddo umbilical € rompido, o feto ndo mais estara ligado a placenta,
e comeca depender somente de seus pulmdes para oxigenacao (Landim-Alvarenga,
2006).

O cordédo umbilical € o anexo fetal que une o feto a placenta e em seu interior
ficam os vasos umbilicais, que sdo responsaveis pelas trocas sanguineas entre o feto
e a mae (Michel & Schwarze, 1970). O funiculo umbilical dos caes é dividido em trés
porcdes: justafetal, terco médio e justaplacentaria. Na porcao justafetal, existem duas
artérias umbilicais cranial e caudal, uma veia umbilical, o pediculo alantdideo e o
pediculo do saco vitelino. Ja no terco médio, ocorrem as ramificacbes das artérias
umbilicais cranial e caudal dando origem a quatro ramos (primeiro e segundo ramos
craniais e caudais. E na porcao justaplacentéaria, temos quatro ramos arteriais e quatro
radiculas venosas que atingem a placenta, se distribuindo pelos lados esquerdo e

direito da cinta placentaria, proximo aos hematomas marginais (Zando, 1998).



O crescimento fetal normal depende do aporte eficiente de nutrientes da mée
para o feto, por isso precisa que a perfusdo uterina, troca transplacentaria de
nutrientes e residuos e a perfusdo umbilical estejam funcionando normalmente. As
alteracbes na dinamica do fluxo sanguineo placentario sdo necessarias no
crescimento do feto com o avancgo da gestagao (Baschat et al., 2000; Troedsson e
Sage, 2001). A mesma tem um impacto significativo no crescimento e
desenvolvimento do embrido/feto (Cremonesi, 2011). A perfusdo placentaria
comprometida influencia de maneira negativa a manutencdo e crescimento

gestacional saudavel (Zhou et al., 2013).

2.3 Ultrassonografia gestacional modo B e Doppler

A ultrassonografia bidimensional (modo B) é a técnica mais utilizada na rotina
obstétrica veterinaria no pré-natal de fémeas gestantes por ser considerada segura,
precisa, hdo-invasiva e de baixo custo (Nyland; Mattoon, 2015). Através dessa técnica
€ possivel diagnosticar precocemente a gestacao, avaliar a viabilidade fetal e estimar
a idade gestacional de forma eficaz (Nepomuceno et al., 2013).

A frequéncia cardiaca fetal € um dos principais parametros utilizados para
acompanhar a viabilidade fetal, sendo possivel também identificar a proximidade do
parto e indicar o momento para uma intervencdo com seguranca evitando técnicas
cirdrgicas prematuras e consequentemente morte neonatal decorrente de imaturidade
(Gil et al., 2014).

A ecobiometria é uma técnica importante ndo somente para prever a idade
gestacional, mas também para estudar as estruturas gestacionais e a avaliacdo
anatomica dos fetos ao longo do seu desenvolvimento (Miranda e Domingues, 2010).
Dentre os parametros fetais importantes mensurados na rotina obstétrica estdo os
diametros bipariental (DBP) e abdominal (DA). O DBP consiste na medida da largura
maxima da cabeca utilizando um corte transversal, sendo possivel a visualizagéao
simétrica dos hemisférios cerebrais e a presenca de uma linha hiperecoica central e

continua (Salomon et al., 2011). J& a mensuracao do DA é realizada pela medida pela



secc¢ao transversal do abdome, na altura do maior diametro entre o estbmago e a
bexiga, tendo a forma arredondada (Camargo et al., 2011). Por meio da mensuracéo
do DBP e DA é possivel avaliar o desenvolvimento e bem estar fetal, como
crescimento fetal anormal, restricdo do crescimento ou crescimento acelerado
(Nyberg et al., 2004). Outras medidas ja foram descritas na literatura como
comprimento do fémur, largura e comprimento cardiaco, area e volume cardiaco, area
do figado (Miranda e Domingues, 2010).

A ultrassonografia modo-B aplicada de forma independente ndo fornece
informacdes sobre caracteristicas hemodindmicas, por isso sua associacdo com a
técnica Doppler possibilita uma avaliacdo em tempo real sobre a hemodindmica
materno-fetal auxiliando na identificacdo de possiveis altera¢des vasculares (Di Salvo
et al., 2006; Blanco et al., 2009). Consequentemente, a ultrassonografia Doppler tem
sido muito utilizada para o monitoramento de gestacdo em cadelas saudaveis
(Nautrup, 1998; Di Salvo et al., 2006; Miranda e Domingues, 2010).

A dopplerfluxometria foi introduzida na obstetricia em medicina por Fitzgerald
Drumm (1977), quando utilizaram a onda continua nas artérias umbilicais pela técnica
do dDoppler, e por Gill e Kossoff (1979), quando foi utilizado o Doppler pulsado para
medir de forma quantitativa o fluxo umbilical. A dopplerfluxometria veio como grande
avanco na pratica obstétrica, contribuindo com a reducdo da mortalidade perinatal,
pois comecou ser empregada na avaliagdo materno fetal em casos de gestacdo de
alto risco (Pardi et al., 2002). Os indices Doppler séo utilizados como parametro de
alteracBes circulatorias e sofrimento fetal, sendo que o aumento dos seus valores
indica comprometimento na viabilidade fetal (Papageorghiou et al., 2004). Os
principais indices utilizados sdo o indice de resistividade (IR) e o indice de
pulsatilidade (IP), os quais auxiliam na identificacdo de diversas alteracdes
vasculares, como estenose, trombose ou mais comumente em vasos periféricos com
fluxo de resisténcia aumentados (Cerri et al., 1998; Nyland e Mattoon, 2002).
Adicionalmente, a avaliacdo das artérias umbilicais por meio da técnica Doppler
permite identificar insuficiéncia placentaria no sofrimento fetal que apresenta alto
indice de mortalidade neonatal (Nicolaides et al., 2000).

A técnica tornou possivel a investigacdo do fluxo placentario permitindo a

avaliacdo dos principais vasos materno-fetais, como corddo umbilical, artéria aorta e



veia cava caudal dos fetos (Bollwein et al., 2004; Serin et al., 2010). Esses estudos ja
foram realizados em algumas espécies animais como vaca (Bollwein et al., 2002),
égua (Bollwein et al., 2003), rata (Polisca et al., 2010) cadela (Nautrup, 1998; Di Salvo
et al., 2006; Miranda e Domingues, 2010) e gatas (Scotti et al. 2008; Brito et al., 2010).
Em cadelas e gatas foi observado que a velocidade diastolica final (VDF) e a
velocidade de pico sistélico (VPS) dos vasos fetais aumentaram significativamente ao
longo da gestacdo, enquanto o IP e o IR diminuiram nas artérias uteroplacentarias,
cordao umbilical, aorta e a veia cava caudal feta, exceto para o IP da aorta (Di Salvo
et al., 2006; Scotti et al., 2008).

Inicialmente, a técnica Doppler foi utilizada para determinar os tracados
normais de cada vaso sanguineo, e posteriormente foi possivel permitir o
reconhecimento de alteracGes (Carvalho et al., 2008). As formacdes de ondas obtidas
através do Doppler fornecem informagfes sobre a alteracdo da conformidade dos
vasos fetais. Entre a 52 e 62 semana de gestacao, observa-se altos valores de IP e IR,
gue indicam uma alta resisténcia vascular na placenta canina. Com o desenvolvimento
completo do coracéo e da placenta fetal ocorre a diminui¢cdo da resisténcia e assim, a
diminuicdo dos indices na aorta e na artéria umbilical, chegando aos valores mais
baixos cerca de 24 horas antes do parto (Nautrup, 1998; Di Salvo et al., 2006; Giannico
et al., 2015). O fluxo umbilical e a hemodinamica da aorta dos fetos podem ser
importantes indicadores de morte neonatal (Madazli et al., 2001). Alteracdes dessa
hemodindmica materno-fetal podem demonstrar problemas no aporte sanguineo,
trazendo prejuizos ao bem estar do feto. Nautrup (1996) relata que uma formacéao
atipica na onda do Doppler nas artérias uteroplacentérias foi correlacionada com feto

subdesenvolvido, vindo este a 6bito nos primeiros dias de vida.



2.4 Ultrassonografia contrastada por microbolhas - CEUS

A CEUS é um meétodo de diagnéstico que utiliza microbolhas como contraste
para aumentar a deteccdo dos ecos e quantificar a perfusdo organica. Essas
microbolhas s&o altamente refletoras, e por esse motivo séo capazes de aumentar o
sinal Doppler, permitindo a deteccdo de fluxos dificilmente detectaveis por outros
meétodos (Nogueira et al., 2002). A quantidade de microbolhas em determinada regiao
observada pela ultrassonografia gera um contraste na regido do 6rgdo analisado,
permitindo entdo a deteccdo de microcirculagbes que antes poderiam nao ser
percebidas mesmo durante o exame utilizando o Doppler (Nyman et al., 2005).

As microbolhas contém um gas de elevado peso molecular e tem um diametro
de 1 a 6 ym, que permite sua passagem no meio dos leitos capilares, somente pelo
espaco intravascular, ndo difundindo para o intersticio ou pela excre¢éo urinaria, sua
utilizacao é segura e livre de efeitos hemodinamicos (Kalantarinia e Okusa, 2007). A
sua eliminacdo acontece por via pulmonar (Nyman et al., 2005). Por meio dessa
técnica sdo estabelecidos parametros relacionados ao preenchimento tecidual (Volta
et al., 2014), mensura o tempo necessario para perfusdo do tecido (“wash-in”), pico
de realce ultrassonografico (momento em que atinge maior intensidade ecogénica) e
o tempo de transito total (saida do contraste do parénquima (“wash-out”) (Garcia et
al., 2015).

Na medicina tem sido utilizada para avaliacdo da viabilidade miocéardica, na
deteccdo de neoplasias mamarias, isquemia intestinal, enfermidades vasculares
hepaticas, no estudo da perfuséo renal (Kalantarinia e Okusa, 2007). Em medicina
veterinaria existem estudos realizados em cées e gatos que utilizaram a microbolhas
para avaliacédo de pancreas e linfonodos (Haers & Saunders, 2009), figado (O’brien et
al., 2004; Nyman et al., 2005), prostata (Vignoli et al., 2011), testiculos (Volta et al.,
2014, Brito et al., 2015), avaliacéo de alteracées em baco de cées (Rossi et al., 2008)
e também na avaliacdo renal de cadelas em sepse por piometra (Gasser et al., 2020).

Havia a preocupacéao sobre a seguranca das microbolhas na gestacéo, e assim
0s primeiros estudos foram realizados em um modelo experimental com ratas em

diferentes tempos da gestacéo, sendo depois realizados em macacos e humanos,



demonstrando efeitos favoraveis em relagéo a avaliagcdo hemodinamica da placenta e
seus efeitos colaterais (Orden et al., 2000; Roberts et al., 2016). Como ja descrito, o
tamanho das microbolhas é semelhante aos glébulos vermelhos (2-8mm), séo
intravasculares e nao difundem para o intersticio do tecido, com isso as microbolhas
podem ser utilizadas como rastreadores de sangue (Rim et al. 2001), sem
atravessarem a placenta e por esse motivo ndo séo detectadas no feto (Hua et al.,
2009).

Em estudo realizado em éguas, foi avaliada a microperfusdo placentaria
através do uso das microbolhas e néo foi notado nenhum tipo de efeito adverso nem
para os fetos e nem para as mées (Freccero et al., 2017). Estudo recente em cadelas
avaliou a placenta e artéria uterina em fémeas de racas distintas, e concluiu que o0 uso
do contraste € possivel sem causar alteracdes (Orlandi et al., 2019).

A avaliacédo dos padrdes hemodinamicos na gestagcdo como da placenta e os
vasos responsaveis pelo suprimento de nutrientes e aporte sanguineo para o feto,
facilitaria o diagndéstico de falhas na vascularizagcdo precocemente e ajudaria no
diagnéstico e tratamento quando possivel (Reynolds et al. 2006). Sabe-se que em
humanos causas de aborto, anomalias fetais e problemas reprodutivos podem estar
correlacionados com anormalidades morfolégicas ou funcionais da placenta, tendo
como principal complicacdo o fluxo sanguineo Utero-placentério prejudicado (Bracher
et al., 1996).

2.5 Anormalidades na gestacéo

O exame ultrassonografico tem grande importancia durante o periodo
gestacional, pois permite diagnosticar precocemente alteracdes fetais, como hidropsia
(Zeo et al., 2006) e defeitos congénitos (Hecht, 2011). A hidropsia fetal é caracterizada
pelo acumulo de liquido anormal no espacgo extravascular, podendo ocorrer colecdes
de quantidade variaveis na cavidade peritoneal, pleural e pericardica (Soribas, 2006).
A hidropsia fetal pode ser classificada como efusédo peritoneal (ascite), anasarca ou

sindrome do filhote morsa (edema generalizado no tecido subcutaneo) e hidrocefalia
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(acumulo de liquido no encéfalo) (Toniollo & Vicente, 2003) Em casos de hidropisia é
possivel por meio da ultrassonografia visibilizar edema no subcutaneo apresentando
uma camada anecoica, separando a pele dos tecidos adjacentes do feto, podem ser
também visualizados cistos repletos de liquido no tecido subcutaneo (Sorribas, 2009).
As maiores prevaléncias sdo descritas em racas braquicefalicas como Buldogue
Inglés, Buldogue Francés e Pug (Hopper et al. 2004). Podem ser de origem genética
ou fatores quimicos, fisicos e virais (Prabaharan et al., 2016), além de poder ser uma
consequéncia da insuficiéncia cardiaca congestiva de causa desconhecida
(Buchanan, 2001). Os animais afetados apresentam aumento de tamanho que
predispde a casos de distocia (Cunto et al., 2015). Essa patologia pode ser
classificada de acordo com o grau de acometimento, como leve, moderado ou grave
(Sridevi et al., 2016). O prognéstico € de reservado a grave, e a mortalidade neonatal
€ alta com pouca chance de sobrevida (Soribas, 2009).

A morte fetal também pode ser diagnosticada por meio da ultrassonografia,
sendo caracterizada pela auséncia de batimentos cardiacos e logo pela auséncia de
fluxo sanguineo. Apds 12 horas de morte fetal, os 6rgaos tornam-se menos distintos
e, apos 24 horas de morte € inviavel o reconhecimento dos 6rgéos. A espinha fetal,
costela, cranio, podem ser identificados por mais tempo se o feto se tornar mumificado
(Davidson; Baker, 2009). Fetos subdesenvolvidos também podem ser observados, a
avaliacao é feita por meio da correlacao da ecobiometria. Fetos menores tendem a ter
um peso corporal menor que os demais, e apresentam risco de morte precoce
(Mattoon e Nyland, 2015).

Os defeitos ou malformacbes congénitas s&o classificados como
anormalidades estruturais ou funcionais de 6rgaos, que podem interferir na viabilidade
fetal ou no bem estar fisico do filhote caso ele sobreviva (Petterson e Kutzler, 2011).
Os defeitos genéticos podem levar a mortalidade fetal, sendo herdados de um ou
ambos 0s pais, ja 0s agentes teratogénicos como uso de farmacos, toxinas, doencas
infecciosas, influéncias mecénicas podem afetar a ninhada durante o periodo
gestacional (Casal, 2016). Os agentes teratogénicos podem afetar o desenvolvimento
embrionario e fetal, podendo causar a morte do organismo em desenvolvimento,
anormalidades estruturais, crescimento alterado e deficiéncias funcionais (Duong et
al., 2011).
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Acredita-se que 10% a 15% das anomalias congénitas estruturais ocorrem
devido os efeitos adversos de fatores externos no desenvolvimento pré-natal (Gilbert-
Barness, 2010), dentre esses fatores ndo estdo apenas farmacos e produtos
quimicos, mas também infecc¢des virais, condicbes maternas, nutricionais e fatores
fisicos (Casal, 2016). Qualquer alteracdo que ocorra durante o periodo pré-natal
desde a formacgédo do blastocisto, periodo embrionario e fetal, pode levar a um defeito
congénito (Lourenco, 2015). O feto se torna menos suscetivel a alteracbes
morfologicas, quando o desenvolvimento da maioria dos 6rgaos ja foi completado
(Gilbert-Barness, 2010).

A ultrassonografia Doppler ja foi utilizada na avaliacdo de fetos com
anormalidades, comparando os valores de Doppler (IR/Pl) em fetos normais e fetos
apresentando tipos de anormalidades como hidropsia fetal, hidrocefalia, gastrosquise,
subdesenvolvimento e também morte fetal, mumificacdo e maceracao. Freitas et al.
(2016) relataram aumento dos valores de IR e Pl da artéria umbilical a partir da 6°
semana de gestacdo em casos de morte fetal e em fetos subdesenvolvidos, aumento
de RI a partir da 62 semana e Pl na 72 semana e em casos de anomalias congénitas
aumento dos valores nas artérias uteroplacentarias.

Entretanto, até o momento ndo foram encontrados estudos fazendo uso da
técnica CEUS em fetos que apresentam algum tipo de anormalidade em animais. Em
humanos existem poucos trabalhos realizados com CEUS em mulheres gestantes
somente para deteccdo de gestacOes ectdpicas. Ordén et al. (1999) descreveram o
uso da técnica em casos de gravidez ectépica, onde foi possivel visualizar fluxo
sanguineo pélvico no inicio da gravidez. Liu et al. (2019) realizaram o uso da técnica
em suspeitas de gravidez anormais, nas quais o diagndstico pelo uso da
ultrassonografia transvaginal foi inconclusivo, e com o uso de CEUS foi possivel
diagnosticar casos de gravidez cicatricial, onde o embrido é implantado no local da
gravidez anterior (gravidez ectopica). Baseado nesses estudos, tanto em gestacdes
normais quanto em poucos trabalhos realizados em gesta¢cées com algum tipo de
alteracdo, acreditamos que CEUS seja um método promissor de diagnostico de
alteracdes no fluxo sanguineo placentario e/ou anormalidades gestacionais, e que
possa auxiliar na deteccdo precoce de alteragcdes que possam comprometer a

gestacao.
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Resumo da sentenca

Dopplerfluxométricas e CEUS permitiram estabelecer a caracterizacao da perfusdo placentaria
e obtencdo de parametros qualitativos e quantitativos da hemodinamica gestacional fisioldgica
de cadelas braquicefalicas saudaveis nos 25°, 45° e 58° dias gestacao, de forma segura e sem
influenciar no processo fisiologico do bindmio materno-fetal; CEUS permite deteccdo de

disfuncéo placentaria em fetos caninos com hidropsia.

Resumo

Obijetivou-se: i) estudar a hemodindmica placentaria fisioldgica durante a gestacéo e estabelecer
parametros qualitativos e quantitativos para cadelas braquicefalicas; ii) avaliar a vascularizacao
e perfusdo placentaria em cadelas com anormalidades fetais proximas do parto. Foram
avaliados 44 fetos saudaveis, de 22 cadelas braquicefalicas, e 9 fetos com anormalidades
gestacionais (anasarca e hidrocefalia), de 8 cadelas braquicefalicas. Todas as cadelas haviam
sido submetidas a inseminagdo artificial intravaginal e submetidas a cesariana ao final da
gestacdo. O diagnostico gestacional ocorreu no 25° dia e as avaliagfes experimentais foram
realizadas no 25° (M1), 45° (M2) e 58° (M3) dias de gestacdo nas gestacOes normais; neste
ultimo momento, fetos com anormalidades gestacionais foram avaliados. Foram obtidos valores
ecobiométricos da placenta e dos fetos pelo modo B; indices vasculares pela dopplerfluxometria
da artéria umbilical; e realizada avaliacdo qualitativa de preenchimento do contraste e
quantitativa dos parametros de perfusdo placentarios pelo CEUS. As variaveis foram
comparadas entre os fetos avaliados (normais e anormais) e entre 0s momentos pelo teste t-
Student e ANOVA, e correlacionadas pelo teste de Spearman. Nos fetos saudaveis a velocidade

sistdlica e diastdlica e os tempos médios de velocidades minima e maxima aumentaram
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significativamente do M2 para o M3 (P<0,05), enquanto o indice de pulsatilidade (P<0,043) e
de resisténcia vascular (P<0,001) diminuiram. A distribui¢do do contraste foi homogénea nos
tecidos placentarios em todos os momentos e os parametros de preenchimento da CEUS
permaneceram constantes durante 0s momentos avaliados (P<0,05). Nos fetos com hidropsias
os valores de Doppler foram semelhantes aos obtidos nos saudaveis (P>0,05), porém na
avaliacdo CEUS foi possivel verificar uma distribuicdo heterogénea, com menor intensidade de
preenchimento do tecido placentario e um atraso nos tempos de perfusdo (P<0,05), com
acuracia diagnostica proxima de 75%. A associacdo da dopplerfluxometria e CEUS permitiu
estabelecer parametros qualitativos e quantitativos da hemodindmica gestacional fisiol6gica em
trés momentos gestacionais, sem evidéncia de alteracGes significativas na fisiologia do binémio
materno-fetal; a CEUS demonstrou ser aplicavel na deteccdo de falhas no preenchimento
vascular placentario (disfuncéo tecidual) em fetos com anasarca e hidrocefalia.

Palavras-chave: caninos, perfusdo placentéaria, CEUS, anormalidades gestacionais

Introducéo

Uma das fases primordiais da gestacdo canina é a implantacdo, na qual o blastocisto se
une a parede uterina (Landim Junior, 2015) e as células trofoblasticas migram para o interior
do endométrio, até entrar em intimo contato com as artérias espiraladas, o que promove
mudancgas estruturais do endotélio vascular. Dentre elas, a reducéo da cobertura muscular torna
0s vasos mais complacentes e estabelece conexdes de baixa resisténcia vascular (Lin et al.,
1995) e consequentemente de baixa pressdo (Longo, 1983). Desta forma, estabelece-se o leito
vascular utero placentario, o qual cresce de forma gradual ao desenvolvimento da gestacédo

(Nautrup, 1998; Di Salvo et al., 2006; Blanco et al., 2009).
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Essas mudancas estruturais e as alteraces bioquimicas que ocorrem durante o periodo
gestacional desencadeiam uma modificacdo morfofisioldgica do sistema cardiovascular, para
responder as crescentes demandas metabolicas da unidade materno-embrionéaria ou materno-
fetal, mediante o0 aumento progressivo do débito cardiaco (Almeida et al., 2017). O complexo
de alteracbes hemodinamicas resulta na perfusdo adequada dos conceptos mediante uma
interfase uteroplacentaria vascular formada pelas artérias espirais que, além de crescer
conforme o desenvolvimento gestacional, adaptam-se ao crescimento dos tecidos embrionarios
e fetais mediante a reducédo progressiva da sua resisténcia vascular (Di Salvo et al., 2006).

O Doppler foi a técnica de imagem ultrassonografica que permitiu a identificacdo da
maioria destas adequac6es hemodindmicas em cadelas gestantes (Di Salvo et al., 2006; Blanco
et al., 2009; Almeida et al., 2017). Mediante a avaliacdo dos indices dopplerfluxométricos dos
vasos placentarios, parametros que estimam de forma néo invasiva o fluxo sanguineo arterial e
a resisténcia vascular periférica, foi possivel evidenciar e correlacionar com o0 exame
histopatoldgico das artérias espirais, 0 aumento progressivo do fluxo sanguineo placentario,
decorrente do aumento no didmetro destes vasos e da redugdo em sua resisténcia (Di Salvo et
al.,2006). Com estes preceitos, considera-se que a avaliacdo dopplerfluxométrica das estruturas
placentéarias e/ou fetais permite acompanhar e monitorar o desenvolvimento do processo
gestacional, predizer o momento do parto, inferir sofrimento fetal e identificar anormalidades
do desenvolvimento fetal, proporcionando ferramentas para um acompanhamento clinico
gestacional mais acurado (Divon & Ferber, 2001; Harman & Baschat, 2003; Giannico et al.,
2016).

Com o avango tecnologico da ultrassonografia, foi disponibilizada a técnica de
ultrassonografia contrastada por microbolhas (CEUS), que permite realizar exame mais acurado

da hemodinamica tecidual, pois possibilita a visualizacdo da microcirculacdo e avaliacédo
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qualitativa e quantitativa da perfusdo (Cosgrove, 2006; Bargellini et al., 2018). A técnica CEUS
jademostrou ser segura para a avaliacdo hemodinamica do bindmio materno-fetal em primatas,
roedores, equinos e caninos (Zhou et al., 2013; Roberts et al., 2016; Freccero et al., 2017,
Orlandi et al., 2019), sendo considerado os estudos com animais gestantes, modelo
experimental apropriado para futuras aplicabicabilidades em mulheres gestantes (Roberts &
Frias, 2020).

Especificamente em cadelas gestantes, um estudo recente avaliou com a CEUS a
hemodinamica placentaria no primeiro e segundo terco da gestacéo fisioldgica em nove cadelas
(Orlandi et al.,, 2019). Além de apontar a aparente seguranca da técnica, os autores
identificaram a perfusdo placentaria sem difusdo do contraste para os tecidos embrionarios ou
fetais, sem verificar mudancas significativas nas variaveis quantitativas de perfusdo nos
primeiros 45 dias de gestacdo, e por isso recomendaram a realizacdo de novos estudos com um
numero maior de fémeas e em fases diferentes da gestacao.

Estudos recentes em primatas ndo humanos tém demonstrado a importancia da CEUS
na deteccdo in vivo da disfuncdo placentéria, associada a restricao proteica na dieta (Roberts et
al., 2018), consumo cronico de dietas ricas em gordura (Kuo et al., 2019; Salati et al., 2019) e
em primatas ndo humanos infectados por Zica virus (Hirsch et al. 2018), verificada pela reducéo
das taxas de perfusdo sanguineas placentarias. Este potencial da CEUS para deteccdo de
anormalidades na funcdo placentaria podera auxiliar na intervencdo médica precoce, visando
melhorar a conduta pré-natal e obtencdo de proles saudaveis, e permitir estudos mais completos
sobre a disfuncdo placentaria nas diversas espéecies. Até 0 momento ndo ha estudo sobre a
aplicabilidade da CEUS na avaliacdo placentarias de hidropsias ou em anormalidades em

fémeas caninas.
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Sumarizando, é possivel inferir que as alteragdes fisioldgicas da resisténcia vascular tém

papel vital na garantia de um fluxo sanguineo placentario adequado a gestacao, e que o Doppler
€ uma técnica ultrassonografica eficiente para a avaliacdo destas modificagdes hemodinamicas.
No entanto, ndo ha evidéncia suficiente que permita distinguir as alteracGes da perfusédo
placentaria decorrentes da gestacdo, mediante a avaliagdo com CEUS ou a sua importancia na
deteccdo de anormalidades gestacionais em cadelas. Consequentemente, considera-se de
relevancia o estudo da hemodinamica gestacional fisiologica e de alteracbes gestacionais em
cadelas braquicefalicas, mediante as técnicas Doppler e CEUS, nos diferentes estagios deste
processo. Portanto, objetivou-se: i) estabelecer parametros qualitativos e quantitativos de
referéncia para fetos de cadelas braquicefalicas saudaveis; e ii) avaliar a vascularizacao e
perfusdo placentaria em cadelas com anormalidades fetais, identificadas préximas ao parto,
com o intuito de instituir dados que permitam a detec¢édo precoce de anormalidades gestacionais
relacionadas a disfuncdo placentaria, assim como subsidiar o estudo da hemodindmica

gestacional em outras ragas e espécies.

Materiais e métodos

Este estudo foi realizado com a aprovacdo da Comissio de Etica no Uso de animais (CEUA)
da Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias, Unesp/Jaboticabal (003074/19). Foram
incluidas 30 fémeas de ragas braquicefalicas, com peso de 11,3 + 1,6 kg e idade de 2,7 + 1,0
anos, consideradas saudaveis pela auséncia de anormalidades ao exame fisico, hematoldgico,
bioquimico sanguineo e ultrassonografico abdominal.

Os proprietarios destes animais sdo criadores profissionais com os quais se tem acordos de

cooperacdo e permitiram a participacdo de suas cadelas neste estudo, mediante assinatura de
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termo de consentimento livre e esclarecido. Os funcionarios destes canis foram treinados para
detectar sinais de proestro, que sdo o edema e o sangramento vulvar. Quando as cadelas
apresentavam estes sinais era realizada citologia vaginal todos os dias até detectar 80% de
células superficiais anucleadas como indicativo de estro (Socha et al., 2012). Apds esta
confirmagdo a concentracdo sérica de progesterona (P4) era mensurada diariamente pelo
método de quimioluminescéncia, considerando o0 momento de ovulacdo quando o resultado
apontar P4 > 4,0 ng/ml (Gloria et al., 2018) Neste momento as fémeas eram submetidas a trés
inseminacOes artificiais intravaginais, utilizando sémen fresco, com intervalo de 48 horas
(Jacomini et al., 2006). Para o estudo foi considerando o dia posterior a primeira inseminacao,
como o primeiro dia do processo gestacional, o diagnostico ultrassonografico da gestacédo foi
realizado no 25° dia, utilizando o aparelho ACUSON S2000® (Siemens, Munique, Alemanha)
e probe linear de 9,0MHz, de acordo com os parametros definidos por Lopate (2008), com esta

confirmacdo a fémea era submetida aos exames posteriores.

Exames ultrassonogréaficos ao modo B e Doppler

Previamente ao exame, foi realizada tricotomia da regido abdominal e aplicado gel de ultrassom
sobre a pele da regido, em seguida, as cadelas foram posicionadas em decubito lateral ou dorsal,
mediante contencdo fisica manual. O transdutor foi posicionado na &rea abdominal e todas as
configuracdes do aparelho de ultrassom (profundidade, ganho, indice mecénico e foco) foram
ajustadas para garantir uma imagem de qualidade, esses ajustes foram padronizados durante
todas as avaliagbes. Os exames foram realizados por um Unico operador experiente, a fim de
reduzir o tempo de avaliacdo, promover 0 minimo estresse para os animais e verificar de forma
consistente os exames e 0 desenvolvimento da gestacdo (Yeager et al., 1992; Socha et al., 2012;

Simdes et al., 2018). Durante a avaliagdo ultrassonografica, incialmente a idade gestacional era
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confirmada, por meio de formulas para sua estimativa, recomendadas por Yeager et al. (1992)
e Mattoon e Nyland (2015).
As coletas de dados foram realizadas em momentos diferentes da gestacdo, no 25° (M1), 45°
(M2) e 58° (M3) dias de gestacdo. Preferencialmente foram selecionados para avaliacdo, 0s
dois fetos mais préximos aos ovarios esquerdo e direito no M1 e M2, na tentativa de avaliar
sempre 0s mesmos individuos em cada matriz. No M3 além do exame descrito para 0s outros
momentos, realizava-se uma avaliacdo completa e ampla de todos os fetos visiveis, com o
intuito de identificar possiveis anormalidades morfofisiologicas. Os dados coletados nos
diversos momentos das fémeas que apresentassem qualquer anormalidade nos seus
fetos/neonatos foram retirados da avaliacédo fisioldgica e apenas os dados dos fetos anormais
no M3 foram utilizados para comparacdo com 0 mesmo momento das gestacfes saudaveis.

A ultrassonografia modo B foi utilizada para avaliacdo do desenvolvimento, viabilidade
fetal, deteccdo de alteracbes do desenvolvimento, mensuracdo do diametro biparietal e
abdominal (Feliciano et al., 2015). Ao modo Doppler pulsado era também mensurada a
frequéncia cardiaca (Fartow, 1996).

Finalizadas estas avaliacOes era ativado o modo Doppler colorido, para auxiliar na
localizacdo da artéria umbilical conforme descrito por Giannico et al. (2016). Uma vez
identificada a artéria, ativava-se 0 modo Doppler espectral, o cursor para a amostragem vascular
era posicionado no centro do cordao umbilical, tomando cuidado para que o angulo entre o
feixe do cursor e 0 eixo do vaso fosse superior a 60° e o tamanho deste cursor de amostragem
foi fixado entre 2 e 3 mm.

Uma vez cumpridos estes requisitos, eram avaliados e gravados os tracados espectrais
de fluxo até conseguir ondas de qualidade com o0 minimo de artefatos possivel. Trés ondas de

fluxo destes tracados eram selecionadas para a mensuracdo eletrbnica das varidveis
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dopplerfluxométricas: velocidade sistdlica (VS), velocidade diastolica (VD), tempo médio de
velocidade minima (TaMin), tempo médio de velocidade méxima (TaMax), indice de
pulsatilidade (IP) e indice de resisténcia (IR) (Gasser et al., 2020). Estas avalia¢des, assim como
a mensuracdo da frequéncia cardiaca foram realizadas antes e imediatamente depois da
administracdo do contraste ultrassonografico, com intuito de avaliar possiveis efeitos deste

contraste na hemodinamica placentaria e fetal (Freccero et al., 2017).

Ultrassonografia contrastada por microbolhas (CEUS)

Apds o exame ao modo B e Doppler foi realizada a CEUS, utilizando-se o software de
imagem harmonica (CADENCE - contrast pulse sequencing technology, Siemens, Munich,
Germany), com indice mecanico fixado em 0,09 (M.l.) e uma faixa dinamica de 90. Na
sequéncia, o ultrassonografista posicionava no centro da tela a placenta e a vasculatura da
mesma e fixava manualmente o transdutor para manté-lo imdvel, neste momento era
administrado um bolus intravenoso de 0,01 mL/kg do meio de contraste (hexafluoreto de
enxofre; SonoVue®, Bracco, Sdo Paulo, Brasil), por meio de um cateter de 20 gauges colocado
na veia cefalica de cada animal, apés a injecdo de contraste, era feita uma lavagem no cateter
com 5ml com solucdo salina (NaCl 0,9%). No momento da aplicacdo considerado TO, iniciava-
se a gravacdo em formato de video das imagens resultantes, por um periodo de 120 segundos,
para posterior analise, conforme descrito e validado (Waller et al., 2007; Dong et al., 2013;
Choi etal., 2016; Gasser et al., 2020). Durante a prépria gravacao, o ultrassonografista realizava
a avaliagdo qualitativa da imagem do contraste ultrassonografico identificando: uniformidade
do preenchimento nas regifes placentarias (homogéneo ou heterogéneo), areas de hipoperfuséo,
e se ao longo do periodo gestacional o padréo de realce sofreria alguma alteracdo em relacéo a

entrada e saida do contraste.
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Ap0s término das coletas, estes videos eram transferidos para um mddulo de analise off-
line (DICOM® Digital Imaging and Communications in Medicine, Rosslyn, VA, EUA), no qual
dois avaliadores treinados e as cegas para o0 tempo de gestacao definiam incialmente areas de
interesse, incluindo a maior porcdo da area de placentacdo, nestas areas eram definidas
posteriormente cinco sub-regies de interesse (ROI) de aproximadamente 1 mm?2 cada uma
(Figura 1) evitando incluir grandes vasos sanguineos identificados pelas cores esverdeadas na
imagem. Definidas as ROI’s, o software de processamento monta curvas de tempo-intensidade
do contraste (TIC) e calcula automaticamente os parametros de perfusdo: pico de intensidade
do contraste (Peak em % de pixels), tempo para o pico (Tpeak em s), tempo médio de

transmissdo (TmT em s), area sob a curva (AUC) e numero médio de pixels (Pixels) (Figura 2).

Anélise Estatistica

Os resultados foram analisados com ajuda do software R versdo 3.3.0 (R Foundation
for Statistical Computing, Austria). A normalidade das variaveis foi avaliada pelo teste de
Shapiro-Wilk e a homocedasticidade das variancias pelo teste de Bartlett. Apds a comprovacao
dos supostos matematicos, as varidveis coletadas de cada estrutura foram analisadas (medidas
do modo B em triplicata, os resultados das trés ondas analizadas no modo Doppler e as cinco
ROI’s da CEUS) pelo teste de ANOVA e a diferenca entre as mesmas estimada pelo teste de
Bland-Altman; de forma similar foram comparados os resultados obtidos nos dois fetos
avaliados pelo teste T-Student e a diferenca entre as mesmas estimada pelo teste de Bland-
Altman. Uma vez comprovada a similaridade, observages e fetos foram calculadas e utilizadas
para as analises posteriores as médias gerais de cada uma das varidveis estudadas.
Subsequentemente estas variaveis foram comparadas entre os dias de gestacdo pela analise de

variancias (ANOVA) em um modelo inteiramente casualizado e pos-teste de Tukey. No caso
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de serem coletados dados suficientes dos dias 25, 45 e 58 também foram correlacionadas com
os dias de gestacdo pelo teste de Spearman. Os dados resultantes apresentam-se como a média
+/- 0 desvio padréo (DP) e o célculo do intervalo de confianca a 95% de significancia da média.
Identificadas anormalidades fetais/neonatais ao momento da avaliagdo M3/parto, os dados
resultantes da avaliacdo destes fetos foram identificados como anormais e comparados com 0s
dados dos fetos normais no momento M3 mediante teste Mann-Whitney; caso este teste
resultasse significativo foi realizada analise de poder discriminativo para a identificacdo de
anormalidades, mediante as curvas ROC, calculado o valor de coorte (VC), sensibilidade,
especificidade, valor preditor positivo (VPP), valor preditor negativo (VPN) e acuracia,
utilizando o modelo de regressao logistica.

A significancia foi fixada em 95% (P<0,05) para todos os testes. Em relacdo aos fetos
com anormalidades, os valores foram dispostos em tabelas em médias e desvio padrdo e os
achados qualitativos descritos. Devido ao numero limitado de anormalidades, os resultados

foram comparados descritivamente com os achados de normalidade obtidos.

Resultados

A avaliacdo ultrassonografica em modo B, Doppler e CEUS mostrou-se de facil
aplicacdo a rotina e 0 uso do contraste aparentemente ndo ocasionou nenhuma intercorréncia
ou efeitos colaterais detectaveis a avaliagdo clinica das fémeas e neonatos, ocorrendo 0s partos
por meio de cirurgia cesariana eletiva. Dos 30 animais incluidos neste estudo 22 apresentaram
processos gestacionais normais, desenvolvimento gestacional adequado e sem anormalidades
evidentes nos individuos e nem nas placentas; resultando em 108 filhotes saudaveis, dos quais
44 foram avaliados neste estudo. Oito das 30 cadelas avaliadas apresentaram anormalidades

fetais: seis fémeas com fetos apresentando anasarca e duas com individuos com hidrocefalia.
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Nos fetos identificados com anasarca foi possivel detectar aos 58 dias de gestacédo

espessamento da regido subcutanea e acumulo de conteddo anecogénico nessa regido. Nos

individuos com hidrocefalia, verificou-se ventriculomegalia com acimulo de conteudo
anecoico nos ventriculos, além da retracéo e hiperecogenicidade do tecido cerebral.

Todos as variaveis estudadas resultaram similares quando comparados: avaliador,

observacao e fetos com viés limitados, permitindo o uso de médias gerais para as analises

posteriores.

Gestacao fisioldgica

Em relacdo aos parametros determinados pela ultrassonografia modo B, o DA aumentou
conforme o avanco da gestacdo, sendo que no M1 foi de 1,13 + 0,34 cm; no M2 de 2,66 + 0,38
cme no M3 de 3,72 + 0,45 cm (P<0,0001), ja o DBP, aumentou (P<0,024) do M1 (0,76 + 0,25
cm) para 0 M2 (2,45 £ 2,21 cm) e manteve-se similar (P>0,05) no M3 (2,48 + 0,16 cm). A
frequéncia cardiaca fetal, foi similar (P>0,05) nos momentos M1 (226 + 14 bpm) e M2 (231 +
10 bpm), diminuindo posteriormente (P=0,01) no M3 (218 + 17 bpm).

Os valores das varidveis avaliadas pela Dopplerfluxometria da artéria umbilical dos
fetos estdo representados na Tabela 1, sendo estas variaveis mensuraveis apenas nos momentos
M2 e M3, a VS, VD, TaMax e TaMin aumentaram significativamente do M2 para 0 M3
(P<0,05), enquanto o IP e o IR (P<0,05) diminuiram.

Na Tabela 2 estdo descritos os valores das variaveis Dopplerfluxométricas avaliadas
antes e depois da aplicacdo do meio de contraste. Ao comparar estes dois momentos, ndo foram
evidenciadas alteragdes significativas em M2 nem em M3 (P>0,05), exceto para o IP que se

mostrou maior apds a administracdo do contraste (P<0,01; Figura 3).
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As variaveis avaliadas na CEUS permaneceram constantes durante todos os momentos,

ou seja, ndo houve variacéo sigificativa nos valores de Peak, Tpeak, TmT, AUC em Pixels nos
momentos M1, M2 e M3 (P<0,05), como pode ser observado na Tabela 3. Qualitativamente,
apos a injecdo do contraste, foi observado o realce das microbolhas logo apds a fase de entrada
pelos vasos uterinos (wash-in), com preenchimento da periferia para o centro da placenta
(perfusdo centripeta), e subsequentemente com a fase de saida, ambas de maneira homogénea.
Em todos os momentos de avaliacdo, independente do periodo gestacional, a distribuicdo do
contraste foi homogénea na parede das vesiculas embrionarias e tecido placentario, e ndo foi
detectado nos embribes/fetos (Figura 4). Visualmente ndo foram observadas diferencas no
padrdo de realce em relacdo nos diferentes momentos avaliados, na area avaliada da placenta

ou com relacdo a quantidade de fetos (Figura 5).

Anormalidades gestacionais

Na Tabela 4 esta demonstrado o estudo comparativo das variaveis avaliadas no M3 em
fetos de gestacOes fisioldgicas (n = 44) e de fetos em que foram detectadas anormalidades,
proximo ao parto, hidrocefalia e anasarca (n = 8). Em fetos com anormalidades, o
preenchimento de contraste na placenta se apresentou heterogéneo e com menor intensidade de
realce aparente, indicando falha na perfusdo tecidual e consequentemente disfuncédo placentaria.
Nenhuma das varidveis quantitativas avaliadas pelos modos B e Doppler apresentaram
diferencas significativas (P>0,05) entre os fetos normais ou com anormalidades; porém, ao
CEUS o Tpeak, o TmT e a AUC foram maiores (P<0,05) nos fetos com anormalidades quando
comparado aos normais e 0 Peak e os Pixels resultaram similares (P>0,05). Desta forma um
Tpeak > 14,2s (VC) indica anormalidades fetais (anasarca ou hidrocefalia) com sensibilidade

de 83,3%, especificidade de 71,4%, VPP de 45,5%, VPN 93,8% e acuracia de 74,1%. Um TmT
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> 35,8s (VC) indica anormalidades fetais (anasarca ou hidrocefalia) com sensibilidade de
83,3%, especificidade de 66,7%, VPP de 41,7%, VPN de 93,3% e acuracia de 70,4%. Uma
AUC > 1099 indica anormalidades fetais (anasarca ou hidrocefalia) com sensibilidade de

83,3%, especificidade de 75,0%, VPP de 55,6%, VPN de 92,3% e acuracia de 77,3%.

Discussao

O presente estudo demonstrou ser possivel avaliar a perfusdo placentaria e o fluxo
sanguineo do corddo umbilical em 44 fetos saudaveis e oito fetos com anormalidades em
cadelas braquicefalicas, fornecendo informacdes especificas para este grupo de animais, que
apresentam uma elevada taxa de complicagbes gestacionais que afetam a vascularizacdo
placentaria na gestacdo (Feliciano et al., 2019). Até o momento, ha somente um estudo
utilizando CEUS para avaliacdo da placenta em cadelas com gestacéo fisioldgica de diferentes
racas, porém sem avaliacdo da gestacdo a termo ou estudo de anormalidades (Orlandi et al.,
2019), indicando que o presente estudo traz informacdes importantes sobre a hemodinamica
de todo processo gestacional, com o intuito de padronizar valores em cadelas braquicefalicas
saudaveis e avaliar a acuracia diagnostica da ultrassonografia Doppler e contrastada na
identificacdo de anormalidades fetais, de possivel origem hemodindmico como a anasarca € a
hidrocefalia.

Uma placenta normal e funcional é indispensavel para que a gestacao chegue até o final
e se obtenham conceptos saudaveis e com desenvolvimento adequado (Kovo et al., 2013).
Dessa forma, a avaliacéo de todas as fases da gestacao € importante para o estudo da adaptagéo
vascular embrionaria, fetal e placentaria nos animais. No presente estudo as avaliagdes

contemplaram trés momentos da gestacao (25, 45 e 58 dias), sendo possivel correlacionar o0s
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aspectos hemodinamicos avaliados com o desenvolvimento gestacional normal do binédmio
materno-fetal.

A padronizacéo racial foi também importante para definir valores normais e especificos
para determinado grupo de animais, uma vez que estudos com Doppler indicam que 0 peso do
animal influencia no fluxo sanguineo, tem sido encontrados valores diferentes dos vasos
uterinos e umbilicais em gestacdo de cadelas com diferentes pesos (Blanco et al., 2020;
Gaikwad et al., 2020), variacdo que pode ocorrer também em avaliacGes com a técnica de
CEUS. A escolha deste tipo de animais também se deve pelo fato das fémeas braquicefalicas
serem mais propensas ao acometimento de anormalidades gestacionais (Feliciano e Assis
2019), o que torna uma avaliacdo hemodinamica completa fundamental para a identificacéo
acurada de possiveis alteracfes e para 0 acompanhamento pré-natal nestas gestantes.

Devido a importancia que a CEUS pode vir a apresentar na avaliacdo obstétrica do
estado funcional da placenta (Poret-Bazin et al., 2013) , cabe ressaltar que este foi mais um
estudo no qual ndo foram observados efeitos adversos para mées e fetos, com estes Gltimos se
desenvolvendo normalmente, apresentando frequéncias cardiacas e medidas biométricas
adequadas para a espécie (Feliciano et al., 2015; Gianicco et al., 2016), sem alteracfes de valor
clinico na hemodinamica gestacional avaliada pelo Doppler e com nascimento a termo e
saudaveis. Adicionalmente, o CEUS tem sido considerado método seguro para avaliacdo da
perfusdo sanguinea Utero-placentaria, pois as microbolhas ndo atravessam a placenta, ou seja,
ndo hé realce na estrutura embrionéaria ou fetal, assim como observado no presente estudo, ndo
sendo capazes de causar efeitos adversos para os fetos (Mutotsuki, 2007; Roberts et al., 2016;
Freccero et al., 2017; Orlandi et al., 2019). O uso do contraste se mostrou seguro mesmo no
inicio da gestacdo, periodo critico de desenvolvimento fetal, corroborando com os estudos de

Keator et al. (2011) e Orlandi et al. (2019), que avaliaram placentas de primatas e cadelas,
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respectivamente, por meio do CEUS no inicio da gestacdo e ndo observaram quaisquer tipos de
danos a mée ou os fetos.

A analise da forma da onda Dopplerfluxométrica da artéria umbilical, tem sido cada vez
mais usada na avaliacdo do bem-estar fetal, sendo capaz de detectar velocidades de fluxo e
indices vasculares nas diferentes ramificacdes das circulagdes uterina e fetal (Jaffe et al., 1997),
além de ser recomendada como ferramenta diagndstica para monitorar gravidez de alto risco
em cadelas ap6s 40 dias de gestacdo (Gaikwad et al., 2020). Em nosso estudo, a avaliacdo do
corddo umbilical foi possivel somente a partir dos 45 dias de gestacdo, como descrito por
Johnston et al. (2001), quem descrevem que a deteccdo do corddo umbilical é possivel pela
ultrassonografia somente apos os 40 dias de gestacdo. Nesta analise dopplerfluxométrica do
corddo umbilical, foi verificado aumento significativo do fluxo sanguineo do M2 para M3 com
diminuicdo do IR e IP. Blanco et al. (2020) observaram semelhantes alteracfes de fluxo
sanguineo e resisténcia vascular na artéria uterina de cadelas saudaveis a partir de 40 dias até o
final da gestacdo. Outros estudos em cadelas também encontraram aumento linear de fluxo
sanguineo e diminuicdo do IR e IP conforme 0 avan¢o da gestacao (Nautrup, 1998, Di Salvo et
al., 2006; Gaikwad et al., 2020). De fato, a circulacdo apresenta varias mudancas adaptativas
ao longo da gestacdo, sendo o aumento do volume sanguineo o mais impactante, e que
acompanha a progressdo da gestacdo (Poston et al., 1995). Consequentemente, acredita-se que
a diminuicdo da resisténcia vascular auxilia para o aumento do fluxo sanguineo placentério
indispensavel para o desenvolvimento fetal (Rennie et al., 2007; Yadav et al., 2016), sendo que,
a remodelacdo anormal das artérias espirais no leito placentario leva a reducdo do suprimento
sanguineo para a placenta e € uma das caracteristicas observadas em condic¢des obstétricas,

como pré-eclampsia e restricao de crescimento fetal (Brosens et al., 1972; Yagel et al., 1999).
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Os indices de pulsatilidade da arteria umbilical sugerem que as mudancas adaptativas
para aumentar o fluxo sanguineo feto-placentario ndo ocorreram no primeiro terco da gestacéao
em humanos (den Ouden et al., 1990). A partir do segundo terco, a diminuigédo da resisténcia
vascular se reflete na analise da forma de onda umbilical (McParland e Pearce, 1988) com uma
diminuicdo progressiva da resisténcia ao longo do tempo. Para manter o fluxo sanguineo
uteroplacentario, em circunstancias normais, Trudinger (1991) observou que estudos avaliando
o IP da artéria umbilical sugerem que a obliteracdo de 50% dos vasos placentarios terminais
deve ocorrer antes que a circulacdo seja comprometida.

Comparando os valores dopplerfluxométricos antes e apds o uso do CEUS, verificou-se
gue ndo houve modificacdes de valor clinico nas variaveis Dopplerfluxométricas, entretanto foi
possivel notar um aumento de realce apds o uso do contrate. Em concordancia com nossos
achados, o aumento do sinal Doppler foi semelhante ao descrito em primatas, equinos, ratos,
mulheres e cadelas (Hua et al., 2009; Keator et al. 2011; Poret-Bazin et al., 2013; Freccero et
al., 2017; Orlandi et al., 2019). A técnica CEUS, na veterinéria, tem sido utilizada por aumentar
o realce na perfusdo e vascularizacdo de diferentes 6rgaos além da placenta, sendo também
descrita em figado, baco, linfonodos, pancreas, vesicula biliar e glandulas adrenais, permitindo
identificar pequenas lesdes com uma precisdo muito melhor que com o uso da ultrassonografia
convencional (Cosgrove, 2003).

Os parametros quantitativos avaliados no CEUS da placenta das cadelas braquicefalicas
permaneceram constantes durante toda gestacdo, ou seja, a perfusdo placentaria manteve-se
constante, apesar do aumento significativo do fluxo sanguineo umbilical. Orlandi et al. (2019)
tambem observaram manutencdo dos valores quantitativos do CEUS na placenta proximal e
distal de cadelas aos 23, 30 e 45 dias de gestacdo. Como ja descrito, os indices de resisténcia

das artérias uteroplacentarias e umbilicais diminuem progressivamente ao longo da gestacao
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em cadelas saudaveis, implicando em uma perfusdo adequada da placenta e visceras fetais
(Gaikwad et al., 2020). Em fetos ovinos, foi observado que com o avango da gestacdo, ha um
aumento absoluto do fluxo sanguineo, podendo haver uma diminuicéo relativa na resisténcia
periférica em outras partes do feto e a criacdo de novos canais vasculares na placenta (Rudolph
e Heymann, 1970; Trudinger, 1987). O estabelecimento de uma circulagao de alto fluxo e baixa
resisténcia em ambos os lados da placenta € principalmente um resultado do aumento da secéo
transversal dos vasos devido a angiogénese vilosa no lado fetal e remodelamento das artérias
espirais e vasodilatacdo no lado materno (Flo et al., 2010). Essa constancia pode ser explicada
pela adaptacdo da rede vascular placentaria em cadelas visando manutencdo da perfusdo
sanguinea adequada para o desenvolvimento fetal (Desai et al., 2004; Blanco et al., 2011) e
pode ser um método compensatorio, de forma semelhante ao que ocorre em humanos para
prevenir alteracdes na pressdo em gestacGes saudaveis (Valiance et al., 1989; Blanco et al.,
2011; 2012).

Conforme a gestagdo progride, a plasticidade na placenta em desenvolvimento permite
adaptacOes vasculares para atender as demandas de crescimento fetal e as crescentes demandas
metabdlicas do feto por meio de alteracGes estruturais, morfoldgicas e funcionais dependentes
da gestacdo (Roberts et al., 2016; Yadav et al., 2016; Kowalewski et al., 2020). A rede vascular
da placenta sofre remodelacdo extensa e continua durante a gravidez. A angiogénese
subsequente é, portanto, de importancia fundamental no desenvolvimento da placenta e é
imperativo que seja devidamente regulada. Caso isso ndo ocorra, pode havera restricdo do
crescimento fetal intrauterino e resultados obstétricos insatisfatorios (Burton et al., 2009). Além
disso, o equilibrio entre as circulagdes umbilical fetal e da placenta uterina materna é importante

para a transferéncia de oxigénio através da placenta.
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Além disso, as paredes capilares da placenta tém propriedades elasticas, visto que 0s
sinusdides capilares sdo capazes de expansao/compressdo dependendo do diferencial de pressédo
entre as circulagdes materna e fetal (Karimu e Burton, 1994). O diferencial de pressédo tende a
aumentar durante a gestacdo a medida que o coracdo fetal amadurece e, portanto, pode-se
imaginar uma forca de distenséo continuamente crescente sendo aplicada (Burton et al., 2009).
A importancia em se avaliar a funcéo placentaria, faz da CEUS uma ferramenta que pode ser
utilizada, para além de visualizar, quantificar a perfusao placentaria em diferentes espécies, pois
pode fornecer informacgdes que auxiliam na identificacdo de alteracdes do fluxo sanguineo
(Roberts et al., 2016). Portanto, a avaliacdo da perfusdo sanguinea da placenta é um dos
indicadores centrais da funcdo placentaria e a descri¢do de um padrédo de perfusdo placentéaria
em gestacdo saudavel por meio do CEUS permite auxiliar na identificacdo precoce de
anormalidades, o que ainda ndo é encontrado na literatura médica veterinaria.
Qualitativamente, foi possivel evidenciar a perfusdo placentaria homogénea ja desde a
primeira avaliacdo aos 25 dias, nas vesiculas embrionarias e tecido placentario, até o Gltimo
momento aos 58 dias, sem diferencas no padréo de realce. De forma semelhante, Orlandi et al.
(2019), utilizando a mesma técnica, também encontraram padrdo de perfusdo homogéneo do
contraste na placenta nos dois primeiros tercos da gestacdo em cadelas saudaveis. A placenta
canina comeca exibir ramos de vasos sanguineos do corddo umbilical que irrigam tanto o saco
vitelinico quanto a cintura placentaria entre os dias 25-30 de gestacdo (Miglino et al., 2006).
Em nosso estudo, demos continuidade nas avaliagdes durante a gestagdo e verificar a
manutencdo dessa perfusdo placentaria homogénea até o final da gestacdo de cadelas. Em
equinos também foi verificado padrdo homogéneo de perfusdo placentaria (Freccero et al.,
2017), entretanto, em humanos, os dados revelaram diferencas regionais na perfusdo do espaco

interviloso dentro de uma placenta individual (Roberts et al., 2016). As diferencas estruturais
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existentes entre as placentas, principalmente entre a endoteliocorial e zonaria anular canina e a
hemocorial e discoidal humana, sdo responsaveis pelas diferencas observadas.

No inicio da gestacdo obtivemos imagens de toda a placenta em um campo de visdo
(Figura 3), 0 que se tornou inviavel posteriormente, sendo possivel visibilizar somente parte da
placenta. O mesmo ocorreu em outro estudo em cadelas, sendo possivel avaliar toda a placenta
aos 25 dias e ndo mais no decorrer da gestacdo (Orlandi et al., 2019). Tal limitacdo também foi
relatada nos demais estudos da placenta com CEUS ao longo da gestacdo com outras espécies
avaliadas (roedores - Arthuis et al., 2013; humanos e primatas - Roberts et al., 2016; equinos -
Freccero et al., 2017), nos quais s6 foi possivel obter a imagem placentaria completa ou maior
area no inicio da gestacao.

A semelhanca nos valores obtidos pela dopplerfluxometria da artéria umbilical dos fetos
caninos normais e anormais também foi descrita (Freitas et al., 2016), demonstrando que em
casos de hidropsia talvez ndo ocorra modificacbes na vascularizacdo umbilical. Todavia,
quando se avalia a vascularizacdo placentéria, Freitas et al. (2016) verificaram aumento do IR
(32 semana) e do IP (6% semana) nas artérias uteroplacentarias dos fetos anormalidades
congénitas (entre eles, trés com hidropsia).

Este aumento da resisténcia vascular, esta diretamente relacionado com a disfungéo placentéria
(falha de preenchimentoo de constraste) observada em nosso estudo ao se utilizar a
ultrassonografia contrastada, sendo resultado de um desenvolvimento vascular limitado e de
uma invasdo trofoblastica incompleta no leito placentario (Reynolds et al., 2006).
Possivelmente, a realizacdo de avaliagdes em momentos anteriores dos fetos braquicefalicos
anormais, poderia ter detectado precocemente o processo de disfuncao placentaria pelo CEUS.
Em casos de hidropsia, a placenta geralmente apresenta-se edemaciada e com maturacao

tecidual tardia na histopatologia (Parks, 2015), justificando os achados descritos no presente
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estudo em fetos com anasarca e hidrocefalia, visto que a maturacdo tardia ou a falha no
desenvolvimento placentario parece estar relacionada diretamente com o atraso de
preenchimento de contraste verificado nos valores obtidos pela CEUS nos fetos caninos com
estas anormalidades, e a falha na perfusdo placentaria.

Salienta-se que foram avaliados poucos fetos caninos anormais (oito individuos) e tipos
de alteragdes gestacionais (anasarca e hidrocefalia) no presente estudo, fatos que poderiam ser
considerados como limitacdes do trabalho. Porém, os resultados sdo extremamente promissores
em relacdo ao uso da CEUS, demonstrando seguranca na aplicacdo desta técnica em individuos
com gestacdo anormal, indicando grandes possibilidades para uso experimental (com pesquisas
utilizando um namero maior de fetos anormais, momentos gestacionais diferentes, diversos
tipos de anormalidades e avaliacdo histopatologica dos tecidos placentarios) e aplicabilidade na
rotina obstétrica para deteccdo de processos gestacionais com risco de disfuncao placentaria em
fémeas caninas e outras espécies, possibilitando futuras intervengdes para manutencdo
adequada da gestagéo .

A associacao das técnicas dopplerfluxométrica e CEUS permitiu estabelecer parametros
qualitativos e quantitativos da hemodinamica gestacional, em trés momentos da gestacdo, de
cadelas braquicefalicas saudaveis. Foi possivel acompanhar as adaptacdes vasculares materno-
fetais conforme a progressdo da gestacdo, determinando a dindmica vascular da artéria
umbilical dos fetos pelo Doppler, com diminuicdo dos indices de pulsatilidade e resisténcia no
terco final; além de observar as caracteristicas qualiquantitativas da perfusdao placentaria por
meio do CEUS, que se mostraram constantes e homogéneas durante os periodos avaliados,
sendo possivel correlacionar com desenvolvimento e manutencao de todo processo gestacional
em cadelas saudaveis. Finalmente a CEUS permitiu detectar a disfungéo placentaria nas fémeas

com fetos anormais, com fetos apresentando anasarca e hidrocefalia, verificada pela
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heterogenicidade na perfusdo tecidual, menor intensidade de preenchimento do tecido

placentario e atraso nos tempos de perfusdo, com acuracia diagnostica proxima de 75%.
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Tabelas

Tabela 1. Média £ DP de varidveis quantitativas avaliadas no corddo umbilical pelo modo
Doppler pulsado em 44 fetos em diferentes momentos da gestacdo de 22 cadelas
braquicefélicas.

Variavel Momento (dias) Media £ DP P-valor 1C95%
VS (cm/s) 45 61,7 £ 20,3 53-71
0,0332*
58 77,6 + 26,9 66-90
VD (cm/s) 45 10,2 + 4,28 8-12
0,0010*
58 17,1+8,21 14-21
TaMAX (cm/s) 45 27,9+8,70 0,0142* 24-32
58 36,7 +£13,1 31-42
TaMIN (cm/s) 45 13,4 + 4,59 11-15
0,0056*
58 18,7 + 6,84 16-22
IR 45 0,841+ 0,41 014* 0,82-0,86
58 0,79+ 0,34 ’ 0,78-0,81

cm/s: centimetros/segundos, DP: desvio padrdo, VS: velocidade sistolica, VD: velocidade diastélica, TaMin:
tempo médio da velocidade minima, TaMax: tempo médio da velocidade méxima IP: indice de pulsatilidade, IR:
indice de resisténcia vascular. *Considerado estatisticamente significativo pelo teste de t-Student, (p < 0,05).
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Tabela 2. Média + DP de variaveis quantitativas avaliadas no corddo umbilical pelo modo
Doppler pulsado antes e ap6s o uso do contraste microbolhas em 44 fetos, aos 45 e 58 dias de

gestacdo, de 22 cadelas braquicefélicas.

Variavel ng?;isDP Mé/zliO;iSDP Vies  DP-Viés P-value
VS (cml/s) 70,1+ 25,3 73,0+22,1 2,43 13,07 0,2297
VD (cm/s) 140+731  134+532  -084 539 0,3143

TaMAX (cm/s) 32,3+12,0 33,1+10,0 0,06 6,80 0,9575
TaMIN (cm/s) 16,2 + 6,30 16,1 £5,21 0,02 3,55 0,9659
IP 1,83+ 0,24 1,92 +0,31 0,11 0,28 0,0124~*
IR 1,10+ 1,80 0,83 £ 0,06 -0,01 0,05 0,1736

cm/s: centimetros/segundos, DP: desvio padrdo, VS: velocidade sistdlica, VD: velocidade diastélica, TaMin:
tempo médio da velocidade minima, TaMax: tempo médio da velocidade méxima IP: indice de pulsatilidade, IR:
indice de resisténcia vascular. Viés: desvio sistemético do valor real *Considerado estatisticamente significativo
pelo teste de t-Student, (p < 0,05).
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Tabela 3. Médiat DP de variaveis quantitativas avaliadas pelo Software da ultrassonografia
contrastada por microbolhas (CEUS) em 2 fetos de cada gestante em diferentes momentos da
gestacdo de cadelas braquicefalicas (n).

Variavel Momento(dias) N Media = DP P-valor
25 20 20,7 £ 6,97

Peak (%) 45 18 21,7 +£5,83 0,3210
58 16 23,8 £ 5,64
25 20 17,0 £ 5,51

Tpeak (s) 45 21 14,5 +5,13 0,4622
58 21 15,1 + 8,52
25 20 30,3 +9,46

TmT (s) 45 21 329+151 0,7444
58 21 329+119
25 20 813 + 500

AUC (%) 45 18 840 + 416 0,9276
58 16 872 +422
25 20 78,5+24,8

Pixels 45 18 72,2+ 43,6 0,7651
58 16 71,5+23,5

%: porcentagem, s: segundos, %s: porcentagem por segundos, DP: desvio padrdo, F: feto, Fpeak: Pico de
intensidade em pixels, Ftp: tempo para o pico de intensidade em segundos, Fmtt: tempo médio de transmissao,
Fauc: &rea sob a curva, Fpixels: inclinagdo da curva de entrada em pixels.
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Tabela 4. Mediana = IQR (intervalo interquartil) das variaveis quantitativas avaliadas pelas
técnicas ultrassonograficas Modo B, Doppler e contrastada por microbolhas (CEUS) em fetos
resultantes de gestacOes livres de anormalidades (FN, n = 44) e nos fetos em que foram
detectadas anormalidades (hidrocefalia e anasarca) proximo do parto (FA, n = 8), aos 58 dias
de gestacdo (M3).

Variavel FN FA P-Valor
DA (cm) 3,76 £ 0,62 3,84+236 0,5937
DBP (cm) 2,49 £ 0,58 2,69+0,61 0,4399
FC (bpm) 216 £29,0 222 £93,0 0,9375
VS (cm/s) 83,4 £ 28,2 69,3 + 39,4 0,2602
VD (cm/s) 16,1 + 6,79 14,1 + 4,47 0,1514
TaMAX (cm/s) 36,6 + 15,8 32,4+23,1 0,4168
TaMIN (cm/s) 18,1+ 8,14 17,3+11,8 0,3875
IP 1,80 £ 0,45 1,68 £ 0,29 0,2043

IR 0,80 + 0,06 0,81 +0,08 0,9266

Peak (%) 23,9+ 6,68 21,8 +10,2 0,7114
Tpeak (s) 13,1+ 6,74 22,0+ 25,8 0,0181*
TmT (s) 33,0+£149 40,6 £ 28,5 0,0488
AUC 783 £ 630 1236 + 342 0,0113*
Pixels 72,0+ 30,0 91,7+37,8 0,0528

cm/s: centimetros/segundos, DP: desvio padrdo, VS: velocidade sistélica, VD: velocidade diastdlica, TaMin:
tempo médio da velocidade minima, TaMax: tempo médio da velocidade méxima IP: indice de pulsatilidade, IR:
indice de resisténcia vascular. %: porcentagem, s: segundos, %s: porcentagem por segundos, DP: desvio padréo,
F: feto, Fpeak: Pico de intensidade em pixels, Ftp: tempo para o pico de intensidade em segundos, Fmtt: tempo
médio de transmissdo, Fauc: area sob a curva, Fpixels: inclinagdo da curva de entrada em pixels. *Considerado
estatisticamente significativo (P < 0,05).
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Figura 1. Imagem de exame CEUS em é&rea placentaria de cadela braquicefalica saudavel, com avaliagdo
guantitativa e determinacdo de ROIS (seta continua) ja selecionados na regido de interesse da placenta (seta

tracejada) no software CADENCE.
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Figura 2. Imagem de exame CEUS em &rea placentaria de cadela braquicefalica saudavel, com avaliacdo
quantitativa de dados obtidos pela microbolhas (seta continua) grafico representando a entrada (pico) e saida do
contraste (seta tracejada) no software CADENCE.
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Figura 3. Imagem ultrassonogréafica modo Doppler pulsado, mostrando os indices dopplerfluxometricos do corddo
umbilical de feto aos 45 dias de gestagdo (M2) em cadela braquicefalica, (A) antes e (B) apos o uso do contraste
CEUS. E possivel observar aumento do indice de pulsatividade (IP).
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Figura 4. Imagem ultrassonogréafica demonstrando a aplica¢do do contraste microbolhas em cadela braquicefalica
com 25 dias de gestacdo, enquanro é possivel visibilizar a maior rea placentéria (seta continua) modo Cadence
especifico para execucdo da ultrassonografia contrastada por microbolhas (seta continua) e modo B para facilitar
a visualizacdo da &rea avaliada (seta tracejada).
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Figura 5. Imagem ultrassonogréafica demonstrando o pico de realce do contraste microbolhas em regido placentéria
(setas) de cadelas braquicefalicas em 58 dias de gestagdo. Em A, observa-se caracteristica de preenchimento
homogeéneo e intenso do tecido placentério (seta preenchida) de feto sem alteracdes de desenvolvimento. Em B,
nota-se preenchimento heterogéneo do tecido e com menor intensidade, com presenga de &reas hipoecoicas (seta
vazia) no parénquima placentario de feto com alteracfes de desenvolvimento.
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CAPITULO 3 — RELATO DE CASO: Deteccéo ultrassonografica de nefrite

intersticial em feto canino?
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ABSTRACT
Introduc&o: Um exame de ultrassom detalhado do trato urinario fetal como parte
do cuidado pré-natal é importante para detectar possiveis anormalidades. O
diagndstico precoce pode prevenir danos mais sérios, como perda da funcdo
renal. A nefrite intersticial pode comprometer a funcionalidade renal. Além disso,
a nefrite intersticial aguda é uma causa frequente de lesdo renal aguda e pode
se tornar crénica se nao for tratada. Além disso, a biopsia renal pode auxiliar no
diagndstico e estadiamento da doenca. Portanto, este relato tem como objetivo
descrever os achados ultrassonograficos dos tecidos renais em um feto canino
com nefrite intersticial.
Caso: As avaliacdes ultrassonograficas gestacionais foram realizadas em uma
mulher Pug, com 25, 45 e 58 dias de gestacao. O exame ultrassonografico foi
realizado com transdutor linear de 9,0 MHz e transdutor digital de alta resolucao
com frequéncia padronizada em 17,0 MHz. Na primeira avaliagdo, vesiculas
embrionarias foram detectadas e compativeis com o periodo gestacional. Aos 45
dias de gestacgéo, algumas anormalidades foram observadas nos rins de um dos
fetos, como aumento da ecogenicidade cortical, espessamento cortical, perda da
relacdo corticomedular (1: 1), pelve renal e dilatacdo do ureter por contetdo
ecogénico. Os diametros biparietal e abdominal também foram menores que os
dos demais fetos, que ndo apresentaram anormalidades, sendo compativeis
com a idade gestacional estimada. No entanto, a frequéncia cardiaca foi
semelhante entre todos os fetos. No 58° dia, observamos no feto
subdesenvolvido que ambos os rins ainda apresentavam as anormalidades
vistas anteriormente, além da presenca de estrutura cistica no rim direito, na
topografia craniana do coértex.
Os demais fetos continuaram apresentando achados ultrassonograficos
normais, batimentos cardiacos normais, todos compativeis com a idade
gestacional ultrassonografica. O parto ocorreu sem complicacbes e apenas o
feto subdesenvolvido natimorto. Em seguida, foi submetido a necropsia onde foi
constatada na andlise histopatologica nefrite intersticial cronica.
Discusséo: O pré-natal adequado é importante para detectar anormalidades
nos fetos, em que o exame ultrassonografico permite acessar o desenvolvimento

2 Este artigo corresponde ao artigo cientifico publicado na revista Acta Scientiae Veterinariae,
2021.49 (Suppl 1).
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fetal. A gestacdo na cadela parecia estar ocorrendo sem complicagdes, mas o
modo B e as técnicas de ultrassom de alta definicdo foram capazes de identificar
o desenvolvimento anormal dos rins do feto. Ambas as técnicas mostraram-se
seguras para o feto e para a mée, por serem nao invasivas e isentas de radiacao.
Esses achados, diferentes dos descritos como normais para um feto, reforcam o
sinal de alerta para um possivel estabelecimento de anomalias compativeis com

7

nefropatia. Ainda assim, a histopatologia é importante para excluir outras
doencas e ajudar a definir o prognostico. A nefrite intersticial pode afetar
significativamente o inquérito perinatal, visto que o feto nasceu morto,
confirmando que a descricdo de tais anomalias pode auxiliar na prevencao da
doenca. Como a nefrite pode estar associada ao uso de alguns medicamentos,
a orientacao do proprietario quanto ao uso de medicamentos durante a gestacao
da cadela é fundamental. Portanto, este € o primeiro relato que descreve
alteracdes renais em feto canino, 0 que destaca a importancia do exame
ultrassonogréfico para a identificacdo da doenca no pré-natal. Por ultimo, o
ultrassom de alta resolucédo (HD) pode fornecer informacfes detalhadas sobre
anormalidades no rim fetal.

Palavras-chave: anormalidades fetais, cdo, rim, ultrassonografia gestacional,
cuidado pré-natal.

INTRODUCAO

O diagnéstico e a avaliacdo ultrassonografica do trato urinario fetal como
parte do pré-natal em humanos séo realizados ha muitos anos [9]. Ainda, ao
detectar possiveis anormalidades nos fetos, pode-se fazer o tratamento precoce
das obstrucbes e infec¢des do trato urinério, evitando danos mais graves aos
individuos, como a perda da funcado renal [8]. Na medicina veterindria, alguns
estudos indicam a possibilidade e importancia da avaliacdo ultrassonografica
pré-natal dos rins e do desenvolvimento normal em cées [3]. No entanto, até o
momento, nenhum relatério foi encontrado descrevendo especificamente as
anormalidades ultrassonograficas dos rins fetais em animais.

Dentre as principais lesdes que podem comprometer a funcionalidade
renal, a nefrite intersticial € uma anormalidade que causa diminuicéo da filtracdo
glomerular, dilatagcdo da pelve renal e dos calices, resultando em atrofia
progressiva e aumento do parénquima renal [14]. A nefrite intersticial aguda é
uma causa frequente de leséo renal aguda e, embora seja reversivel, a doenca
pode progredir, causar fibrose e tornar-se cronica [10], levando a inflamacéao

intersticial e destruicéo tubular [13].
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O diagnéstico é realizado com base na histéria, exames de sangue e urina
e exame de ultrassonografia, onde, no adulto, observa-se aumento da
ecogenicidade da regido cortical e / ou medular, seja nos casos agudos ou
cronicos de nefrite intersticial [4]. Além disso, a bidpsia renal auxilia no
diagnoéstico e estadiamento da doenca [7]. Este estudo tem como objetivo
descrever, durante o exame pré-natal, os achados ultrassonogréficos do modo
B e de alta resolugéo dos tecidos renais de um feto canino com nefrite intersticial.

CASO

Uma fémea Pug, 4 anos, multipara, com aproximadamente 5 kg, foi
encaminhada para avaliacdo ultrassonografica para diagnostico de gravidez,
acompanhamento e avaliacdo da viabilidade fetal e estimativa da idade
gestacional.

O exame gestacional foi realizado em aparelho de ultrassom (ACUSON
S2000) 1 equipado com transdutor linear de 9,0 MHz e transdutor digital de alta
resolucado com frequéncia padronizada em 17,0 MHz.

A primeira avaliagéo foi realizada aos 25 dias de gestacdo, onde foram
detectadas quatro vesiculas embrionarias com achados compativeis com o
periodo gestacional e dentro dos limites da normalidade. Aos 45 dias, nova
avaliacdo ultrassonografica foi realizada, e um dos fetos apresentou-se
subdesenvolvido ou de tamanho reduzido quando comparado aos outros (fetos
normais: diametro biparietal de 1,63 cm e diametro abdominal de 2,45 cm; feto
com tamanhos reduzidos: diametro biparietal de 1,41 cm e diametro abdominal
de 1,59 cm). Na ultrassonografia de alta definicdo (HD), ambos o0s rins
apresentavam  espessamento da porcdo  cortical, associado a
hiperecogenicidade cortical e perda da relacdo corticomedular (1: 1). Além disso,
a pelve renal e os ureteres do feto subdesenvolvido estavam marcadamente
dilatados por conteudo anecodico (Figura 1), enquanto os demais fetos nédo
apresentavam anormalidades, apresentando desenvolvimento normal,
compativel com a idade gestacional estimada.

Aos 58 dias de gestacdo, a fémea foi avaliada novamente por
ultrassonografia, sendo possivel verificar no feto subdesenvolvido que ambos os

rins ainda apresentavam as anormalidades vistas anteriormente (Figura 2A).
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Além disso, uma estrutura cistica na topografia craniana do cértex renal
foi encontrada no rim direito (Figura 2B). No entanto, os demais fetos
apresentavam achados ultrassonogréficos normais, batimento cardiaco normal,
compativel com a idade gestacional ultrassonografica.

O parto ocorreu de forma natural, sem complicagdes, porém, um dos
fetos, o0 menor, nasceu morto enquanto os demais estavam sadios. O natimorto
foi encaminhado para necropsia, onde tecidos de rins, cérebro e figado foram
coletados e fixados em solucao de formaldeido tamponado a 10% (pH 7,4). As
laminas histoldgicas foram preparadas seguindo os protocolos de rotina, e a
coloracdo com hematoxilina-eosina2 foi utilizada para a realizacdo da analise
histopatologica.

Ao exame histopatoldgico, apenas o tecido renal apresentava algumas
anormalidades, caracterizadas como nefrite intersticial cronica e discreta, com

areas hemorragicas e focos de esclerose glomerular (Figura 3).

Figura 1. Imagem de ultrassom de alta definigdo (HD) de feto canino com 45 dias de gestagdo. A- Secdo
longitudinal (setas continuas). B- Corte transversal dos rins (setas pontilhadas). Estruturas renais com
cortex espessado e ecogenicidade aumentada também sdo notadas, assim como a perda da relagdo
corticomedular e pelve renal marcadamente dilatada por um contetddo anecoico.
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Figura 2. Imagem ultrassonografica (HD) de alta definicdo de feto canino com 58 dias de gestagdo. A-
Rim esquerdo mostrando ureter aumentado (entre os cursores). B- Rim direito apresentando cisto no
cortex (seta).

\ B - \ s b, g "»‘L“ ey ‘- .
Figura3. Imagem histolégica mostrando esclerose glomerular multifocal moderada, intercalada por focos
hemorragicos secunddarios e necréticos organizados na regido intersticial, permeados por agregados de
linfécitos, plasmdcitos e macrofagos. Diagndstico: Nefrite intersticial cronica.

. SLAS

DISCUSSAO

A importadncia de descrever a ocorréncia das anormalidades
diagnosticadas no pré-natal reforca a necessidade de um exame aprofundado
do desenvolvimento fetal. Apesar da cadela ser considerada saudavel e sem
sinais de complicacdes durante a gestacéo, foi possivel, por meio da técnica de
ultrassom, detectar o subdesenvolvimento fetal e algumas anomalias, mais
especificamente, nos rins. O diagnostico pré-natal bem-sucedido e preciso de
malformacdes do trato urinério pode alterar o curso da gravidez e o tratamento
[8].

Geralmente, a bidpsia renal é necessaria para auxiliar no diagnéstico de
anormalidades, entretanto, este é um procedimento invasivo e ocasionalmente
esta associado a complicagdes [12]. Por outro lado, as técnicas de ultrassom B
e HD permitem avaliagcdes morfolégicas nao invasivas e detalhadas sem o uso
de radiacdo [7,16], o que é uma caracteristica importante, principalmente em
pacientes gravidas.
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Anormalidades relacionadas ao parénquima e ao tamanho da pelve renal
em fetos humanos tém sido utilizadas como base para a detecgédo de doengas
renais [1,2]. Neste relato, foi possivel verificar que aos 45 e 58 dias de gestacéo,
ambos o0s rins do feto subdesenvolvido apresentavam caracteristicas

hiperecogénicas e espessamento cortical.

Diferentemente, Gil et al. [5] relataram que de 35 a 40 dias de gestacao o rim
fetal normal apresentava pelve renal dilatada, cortex espessado e sem defini¢cao
medular cortical. Porém, ao avalia-lo aos 55 dias de gestacéo, o rim fetal se
assemelha a um rim de animal adulto, com cértex delgado, com definicdo
corticomedular e sem dilatacéo da pelve renal. Assim, esses achados levantam
uma questao sobre o possivel estabelecimento de anormalidades consistentes

com nefropatia.

A nefrite intersticial crénica é descrita ao exame histopatolégico como
nefrite intersticial tubular associada a esclerose glomerular e alteracdes
vasculares leves [6], o que corrobora os achados do presente estudo. Mesmo
nao sendo o diagndéstico da fase cronica, a histopatologia € fundamental para
excluir outras doencgas como a glomerulonefrite progressiva e a amiloidose, além

de especificar o grau de fibrose, ajudando a definir o prognéstico.

A identificacdo pré-natal de anomalias renais oferece op¢6es mais amplas
de decisdo mesmo durante a gravidez, pois afetam significativamente a
morbimortalidade perinatal [2], conforme observado no presente estudo, em que
o feto acometido nasceu morto. Além disso, o diagndstico pré-natal também
funciona como um mecanismo essencial na deteccdo precoce de anomalias
fetais, que podem se apresentar mais tarde, possivelmente com sequelas mais
avancadas [2]. Portanto, a descricdo de tais deformidades pode auxiliar na
prevencado de doencas, sendo este o primeiro caso relatado em fetos caninos.
De fato, a nefrite intersticial esta associada principalmente ao uso de
medicamentos [11], tornando imprescindivel a orientagdo aos donos de animais,
guanto ao uso indiscriminado de medicamentos durante a gestacao dos animais.
Ainda assim, é importante citar que a leptospirose pode ser outra causa de nefrite
intersticial em animais domésticos [14] e, portanto, sua prevencao €

fundamental.
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O presente estudo descreveu pela primeira vez os achados
ultrassonograficos do rim de um feto canino com nefrite intersticial crénica. O
exame ultrassonografico foi de extrema importancia para o diagndéstico dessa
doenca no pré-natal. A ultrassonografia (HD) de alta resolucao parece fornecer
uma melhor avaliagdo do desenvolvimento fetal, permitindo a identificacdo de

anormalidades detalhadas no rim.
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