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ULTRASSONOGRAFIA MODO-B E ELASTOGRAFIA DA ESTRUTURA
UTEROPLACENTARIA DURANTE O PERIODO GESTACIONAL E POS-
PARTO DE CADELAS

RESUMO - Os objetivos deste estudo foram avaliar e caracterizar a estrutura
uteroplacentaria durante o periodo gestacional e pos-parto, em cadelas
submetidas a cesariana ou parto normal por meio da ultrassonografia modo-B e
elastografia “Acoustic Radiation Force Impulse” (ARFI). Foram utilizadas 12
cadelas braquicefalicas, com peso entre 10 a 15 quilos e 2 a5 anos. Apds revisao
do histoérico clinico, realizacdo de exames prévios e verificada a higidez, as
gestantes foram submetidas aos exames ultrassonografico convencional e
elastografia da estrutura uteroplacentaria, com a utilizacdo do aparelho
ultrassonografico ACUSON S2000™/SIEMENS® equipado com transdutor linear
de 9,0 MHz. A avaliacdo da estrutura placentaria (materna, fetal e materno-fetal)
foi realizada diariamente a partir do dia 15 de gestacdo ao parto; do dia 56 de
gestacao a parturicdo as avaliacfes foram realizadas a cada 12 horas. O estudo
da involucdo uterina (miométrio e endométrio) iniciou imediatamente apds o
parto, sendo diario e até o dia 10 do puerpério. Foram verificados biometria (mm);
velocidade da onda de cisalhamento (SWV m/s) e rigidez tecidual através dos
softwares VTTQ™ (Virtual Touch™ Tissue Quantification) e VTIQ™ (Virtual
Touch™ Tissue Imaging Quantification). Os resultados das variaveis foram
comparados pela andlise de variancia (ANOVA). A significancia estatistica foi
estabelecida em 95% (P < 0,05). A espessura placentaria materno-fetal
aumentou até o dia 63 de gestacao (P <0,0001; R2=0,91), a espessura materna
aumentou até o dia 40 de gestacao (P = 0,0340; R2 = 0,54) e a espessura fetal
até o dia 50 de gestacdo (P < 0,0001; Rz = 0,83). A velocidade da onda de
cisalhamento (SWV) da area dorsal (P < 0,0010) foi maior que a lateral, que por
sua vez foi maior (P = 0,020) que a area ventral. A SWV da area dorsal,
determinada pelo VTTQ ™, diminuiu do dia 21 ao dia 35 e aumentou no dia 56
da gestacédo (P = 0,0291; Rz = 0,4021); A SWV lateral diminuiu do dia 24 ao dia
45 e aumentou até o momento do parto (P <0,001; R2=0,6055). A SWV da area
dorsal, conforme determinada pelo VTTIQ ™, diminuiu do dia 21 ao dia 43 e
depois aumentou no dia 60 da gestacéo (P = 0,0016; Rz = 0,5075); e a SWV da
area ventral aumentou do dia 21 ao dia 23 e diminuiu até o momento do parto (P
<0,001; R2=0,8055). O diametro uterino foi maior (P = 0,012) no pds-parto dos
animais submetidos a cesariana (15,26 + 4,73 mm) comparado ao parto normal
(12,53 + 2,64 mm) durante os primeiros sete dias pds-parto. A espessura uterina
evoluiu gradualmente nos dois grupos (P < 0,0001), o miométrio durante os
primeiros nove dias (P = 0,005) e o endométrio durante os primeiros seis dias (P
=0,003). As SWV’s miometriais e endometriais foram semelhantes entre os tipos
de parto (P = 0,7846 e 0,8273) e apresentaram aumento gradual (P = 0,411,
0,0043, respectivamente), durante os primeiros 10 dias pds-parto. As avaliacdes
foram factiveis e ndo causaram alteracbes na viabilidade materna, fetal ou
neonatal, com resultados promissores e correspondéncia com O
desenvolvimento gestacional normal, constituindo o primeiro estudo a empregar
a ARFI na avaliagao da estrutura uteroplacentaria em cadelas, fornecendo bases
para estudos que envolvam processos patolégicos em outras espécies.
Palavras-chave: biometria, canino, elastografia, gestacdo, puerpério,
uteroplacentaria



B-MODE ULTRASSONOGRAPHY AND ELASTOGRAPHY OF
UTEROPLACENTARY STRUCTURE DURING GESTATION AND
POSTPARTUM IN BITCHES

ABSTRACT - The objectives of this study were to evaluate and characterize the
uteroplacental structure during gestational and postpartum periods in bitches
using B-mode ultrasound and Acoustic Radiation Force Impulse (ARFI). Twelve
brachycephalic bitches, weighing between 10 - 15 kg and 2 - 5 years, were used.
After revision of clinical history, general examination and verified the healthiness,
pregnants underwent to conventional ultrasonographic and elastography
examinations of uteroplacental structure, using ACUSON S2000 ™ ultrasound /
SIEMENS® equipped with a 9.0 MHz linear transducer. The evaluation of the
placental structure (maternal, foetal and maternal-foetal) was performed daily
from the day 15 of gestation to delivery; from the day 56 of gestation to the
parturition evaluations were performed every 12 hours. The study of uterine
involution (myometrium and endometrium) started immediately after delivery,
being daily until the day 10 of puerperium. Was verified biometry (mm); shear
wave velocity (SWV m/ s) and tissue stiffness through softwares VTTQ ™ (Virtual
Touch ™ Tissue Quantification) and VTTIQ™ (Virtual Touch ™ Tissue Imaging
Quantification). The results of the variables were compared by analysis of
variance (ANOVA). Statistical significance was set at 95% (P < 0.05). Maternal-
fetal placental thickness increased to day 63 (P < 0.0001; Rz = 0.91); maternal
placental thickness increased until day 40 (P = 0.0340; R2 = 0.54); and fetal
placental thickness increased to day 50 (P < 0.0001; R2 = 0.83) of gestation.
Shear wave velocity (SWV) of the dorsal (P < 0.0010) was greater than lateral,
which in turn was greater (P = 0.020) than the ventral area. The SWV of the dorsal
area as determined using VTTQ, decreased from day 21 to 35 and increased to
day 56 of gestation (P = 0.0291; R2 = 0.4021); lateral SWV decreased from day
24 to 45 and increased until the time of parturition (P < 0.001; R2 = 0.6055). The
SWYV of the dorsal area, as determined using VTTIQ, decreased from day 21 to
43 and then increased to day 60 of gestation (P = 0.0016; R2 = 0.5075); and
ventral area SWV increased from day 21 to 23 and decreased until the time of
parturition (P < 0.001; R2 = 0.8055). Uterine diameter was higher (P = 0.012) in
the post-partum period of the animals animals submitted to c-section (15.26 +
4.73 mm) than in normal birth (12.53 + 2.64 mm) during the first 7 days post-
partum. Uterine thickness gradually involuted in both groups (P < 0.0001), the
myometrium during the first 9 days (P = 0.005) and the endometrium during the
first 6 days (P = 0.003). The myometrial and endometrial SWVs were similar
between types of delivery (P = 0.7846 and 0.8273) and presented a gradual
increase (P = 0.411; 0.0043, respectively), during the first 10 day post-partum.
The evaluations were feasible and did not cause changes in maternal, foetal or
neonatal viability, with promising results and correspondence with normal
gestational development, being the first study to use ARFI to evaluate the
uteroplacental structure in bitches, providing bases for studies involving
pathological processes in other species.

Keywords: biometry, canine, elastography, gestation, puerperium,
uteroplacental



CAPITULO 1 - Consideracdes Gerais

1. Introducéo

A placenta € um érgao vascular que se forma no curso da gestacdo, em
gue se estabelece a comunicacao entre o organismo materno e feto, feita pelo
corddo umbilical. Desempenha funcédo de suprimento de oxigénio, remocédo de
detritos metabdlicos, producéo e secrecao de horménios, fatores de crescimento
e regulagdo do ambiente uterino fetal (Prestes e Alvarenga, 2006). A avaliacao
desse tecido é primordial considerando que fatores de subdesenvolvimento
embrionarios estdo associados a afeccdes placentérias, regido de implantacéo
inerente a distUrbios nutricionais e restricdo de crescimento individual (Johnston
et al., 2001).

Puerpério caracteriza a fase imediatamente apds o parto, que se estende
desde a expulsédo da placenta do ultimo filhote até o momento em que o Utero
retorna ao estado normal de ndo gestante, incluindo a involucdo uterina e
regeneracao endometrial (Feldman e Nelson, 1986).

A ultrassonografia obstétrica € o método de imagem mais utilizado na
reproducdo veterinaria, considerada técnica precisa, segura e de baixo custo
(Mattoon e Nyland, 2015). E empregada na realizacdo de diagndstico e
determinacdo da idade gestacional, avaliacdo das estruturas materno-fetais,
desenvolvimento e viabilidade fetal, identificacdo de defeitos congénitos,
anormalidades gestacionais, condi¢des ovarianas e uterinas e puerpério (Serra
e Guimaraes, 1996; Feldman e Nelson, 1996; Aissi e Slimani, 2008; Lopate,
2008; Davidson e Baker, 2009).

Ressalta-se entre as novas técnicas de imagem implementadas na
medicina a elastografia, que vem apresentando resultados promissores, fato que
propicia a utilizacado deste método em medicina veterinaria, particularmente no
cado, considerando sua importancia econdmica, afetiva e de similaridade
cientifica para o homem (Simdes, 2016). Em veterinaria, a elastografia ARFI é
uma técnica de imagem recente, segura e nao invasiva, que fornece medidas
guantitativas e qualitativas da rigidez dos tecidos com variabilidade
interobservador reduzida (Carvalho et al., 2015). Nao ha relatos sobre o uso da

ARFI na avaliagdo uteroplacentaria em cadelas.



Hipotetiza-se que: i) a biometria placentaria ao modo-B permite predi¢do
da idade gestacional; ii) a estrutura placentaria apresenta alteracdo na rigidez
tecidual durante o desenvolvimento gestacional a elastografia; iii) contraste na
biometria e rigidez uterina puerperal em cadelas submetidas a parto
normal/cesariana.

Espera-se que a inclusdo de técnicas inovadoras de diagndstico por
imagem em veterinaria, como a elastografia, realizada no presente estudo,
possa gerar perspectiva impactante e de valor diagndstico singular em
obstetricia veterinaria fornecendo referéncia para analises biométricas e
elastograficas de tecidos gestacionais normais, base promissora para futuros

estudos fisiopatoldgicos nas diversas espécies de interesse veterinario.

2. Revisao de Literatura

2.1 Placentacéo

A placenta € um 6rgao maternofetal, constituido por por¢ao fetal originaria do
saco coribnico e materna derivada do endométrio, responsavel pela troca
fisiol6gica entre o feto e a mée, atua como barreira seletiva e 6érgdo enddcrino
através da producao de estroégeno, progesterona e gonadotrofinas. Sua estrutura
permite que a nutricdo fetal, excrecao e respiracdo ocorram através de difusao
simples (oxigénio, diéxido de carbono, agua e eletrélitos) ou transporte ativo
(glicose, aminoéacidos, lipideos e vitaminas) de moleculas de baixo peso
molecular pela barreira placentéria, sem permitir a transferéncia de moléculas de
alto peso, material particulado e células sanguineas (Mcgeady et al., 2006;
Moore e Persaud, 2008).

Atualmente a classificacdo placentaria adotada segue os padrbes
propostos por Leiser e Kaufmann (1994), assim a placenta canina é classificada
como corioalantoica (alantocério intimamente em contato ao endométrio);
zoonéria (vilos coridnicos formam uma faixa ao redor do centro do saco coribnico
onde se unem ao endométrio); lamelar (alantocério se comunica ao endotélio
dos vasos sanguineos maternos); endoteliocorial (auséncia do epitélio
endometrial e tecido conjuntivo materno, endotélio separa o sangue materno do

tecido fetal) e decidua (estroma endometrial € eliminado junto as membranas



fetais); ressaltando ainda a presenca de hematomas marginais no interior e
exterior da cintura placentaria (Dantzer e Leiser, 2012; Vejlsted, 2010).

A implantacdo demarca o primeiro estagio do desenvolvimento
placentario, é precedida pela eclosao do blastocisto, com modificagdes que se
principiam no Utero e no embrido, consiste no contato fisico, apos a dissolu¢éo
da zona pellcida, entre o trofoblasto e o endométrio; esse processo é regulado
por citocinas, hormdnios, enzimas e outros fatores (Landim-Alvarenga, 2006a).

Apos a implantagdo embrionéaria, que se inicia nas cadelas em torno do
18° dia ap6s a ovulacdo (Chastant-Maillard et al.,, 2010), desencadeia a
placentacdo, que constitui na formacdo e unido das membrana fetais (corio,
amnio, saco vitelinico e alantéide) ao endométrio, sendo seu principio fisiolégico

0 intercambio entre o sangue materno e fetal (Dantzer e Leiser, 2012).

2.2 Anatomia e histologia uterina

Em cadelas, o utero € morfologicamente classificado como bicornual,
dividido em trés partes, sendo elas: dois cornos uterinos, 0 corpo e a Cérvix
(Alves e Covizzi, 2015).

A parede uterina € constituida de trés camadas: a) mucosa ou endométrio,
b) muscular ou miométrio e c¢) serosa ou perimétrio. O endométrio € composto
de duas zonas que diferem tanto em estrutura como em funcdo: a camada
superficial, denominada zona funcional, possui epitélio colunar simples nas
cadelas e sofre degeneracao parcial ou completa depois da prenhez; a camada
delgada profunda, intitulada zona basal, persiste e a zona funcional é restaurada
a partir dessa camada. O miométrio figura de uma espessa camada circular
interna e uma longitudinal externa de células musculares lisas que aumentam
em numero e tamanho durante a prenhez, e entre elas, h4 a camada vascular
gue estabelece comunicacdo com o endométrio. O perimétrio consiste em tecido
conjuntivo frouxo revestido pelo mesotélio peritonial; células musculares lisas e
grande numero de vasos linfaticos, sanguineos e fibras nervosas estdo

presentes nessa camada (Priedkalns e Leiser, 2012).



2.3 Fisiologia e endocrinologia do puerpério

O puerpério fisiolégico é dividido em duas fases: a de delivramento
(eliminacdo de secundinas) e a fase de involugcdo e regeneracdo uterina
(puerpério verdadeiro) (Toniollo e Vicente, 1993).

A fase de delivramento inicia imediatamente apdés o parto, sendo
concluida com a eliminacdo das membranas fetais, viabilizada pela atividade
contratil miometrial e perda da aderéncia materno-fetal para eliminacdo de
l6quios e regeneracédo epitelial. A secrecao nao eliminada através da cérvix por
meio da contracdo uterina € absorvida pelo endométrio (Landim-Alvarenga,
2006b).

O fenbmeno histoquimico de involucdo uterina ocorre apos o
desaparecimento da atividade da progesterona, com posterior liberacdo das
enzimas dos granulos citoplasmaticos resultante da lise do corpo lateo gravidico.
Embora histologicamente o processo de involu¢ao nas cadelas se complete em
aproximadamente doze semanas apdés 0 parto, as primeiras mudancas
endometriais ocorrem nas primeiras nove semanas; na primeira semana €
observado sitios placentarios com aspecto rugoso e glandular, acimulo de muco
e coagulos sanguineos, cobertos por massa necrética de colageno e eosinoéfilos
(Al-Bassam et al., 1981; Voorwald e Tiosso, 2015). O utero é relatado em seu
didametro normal durante o anestro entre quatro e seis semanas ap0s o parto no
puerpério fisiolégico, com regressao do diametro dos sitios placentarios, é
acompanhado de corrimento vaginal inicialmente serosanguinolento tornando
viscoso; periodo critico para o surgimento de transtornos puerperais (Jochle e
Andersen, 1977; England et al., 2003).

O principal evento endécrino do parto é a alteracdo da razao estrégeno-
progesterona, devido a queda de progesterona. O declinio desse hormdénio
reflete no descolamento placentario, dilatacdo da cérvix e aumento da
contratilidade uterina. Ocorre aumento da sensibilidade do miométrio & ocitocina
que estimula a producéo de prostaglandina (PGF2a) pelo utero (Concannon et
al., 1989). Enquanto o inicio do puerpério € influenciado por prolactina e ocitocina
que permanecem em niveis elevados, associado a producdo lactea; os
horménios luteinizantes (LH) e foliculo estimulante (FSH) permanecem em
concentracdes basais e reduzida concentracdo plasmatica de relaxina (Steinetz
et al., 1987; Oliveira e Junior, 2006).



2.4 Avaliacao placentéria e purperal por ultrassonografia modo-B

O parto € um evento critico e a possibilidade de prever com precisdo a
data de paricdo, permite planejamento da atividade de criadores e veterinarios
na assisténcia, reduzindo perdas de descendéncia no periparto, que apresentam
impacto sentimental e importante prejuizo no patrimdnio zootécnico, genético e
econdmico de canis e criadores (Beccaglia, 2015). A monitorizacdo cuidadosa
da gestante no periodo perinatal € essencial para uma gestdo otimizada da
gestacao e paricao (Kim et al., 2007).

Ao exame ultrassonografico obstétrico é possivel observar caracteristicas
da parede e conteudo luminal, como diametro, espessura, arquitetura e
ecogenicidade uterina em fémeas caninas (Yeager e Concannon, 1990;
Mahaffey et al., 1995; Alonso, 2006).

A restricdo do crescimento intrauterino € uma das mais importantes
causas de morbidade e mortalidade perinatal (Aucott et al., 2004; Bernstein et
al., 2000), apresentando etiologia de acometimento fetal, placentaria ou materna
(Cox e Marton, 2009; Veerbeek et al., 2014). Assim, a medida ultrassonogréfica
do didmetro uterino nos locais de implantacdo, espessura placentaria e
comprimento da placenta zonaria € significativo e linearmente relacionado com
a idade gestacional (England et al., 1990; Yeager et al., 1992; Luvoni e Grioni,
2000; Son et al., 2001), constitui marcador clinico importante na predicao de
recém-nascidos afetados pela restricdo de fluxo sanguineo uteroplacentério,
como acontece nos humanos (Schwartz et al., 2012).

Edema ou espessamento placentario sdo condicbes fortemente
associadas a complicacbes maternas, fetais e neonatais e podem indicar
anormalidades ou alteracdes do fluxo sanguineo, diminuindo a capacidade da
placenta em drenar fluidos residuais fetais adequadamente ou placentite (Raio
et al., 2004; Lopate, 2008).

2.5 Elastografia Acoustic Radiation Force Impulse - ARFI

A elastografia se baseia em uma das mais antigas técnicas semiologicas,
a palpacdo, empregada para identificar anormalidades no volume, formato e
consisténcia dos tecidos examinados. Procedimento seguro, tanto para o
paciente quanto para o examinador, aléem de n&o ser invasivo e dispensar

contencado quimica (Comstock, 2011).



Este método ultrassonografico avalia a elasticidade dos tecidos e é capaz
de estudar sua dureza ou rigidez (Ophir, 2002). A elasticidade € a propriedade
de deformacdo de um tecido sujeito a forca externa, essa deformacdo é
inversamente proporcional a rigidez (Goddi et al., 2012). A elastografia avalia a
elasticidade dos tecidos por diferentes métodos: elastografia por compressao ou
tensdo e elastografia dinamica que envolvem a sonoelastografia/ transitéria e
elastografia por ondas de cisalhamento (ARFI) (Dudea et al., 2011; Carvalho et
al., 2015).

A ARFI utiliza pulsos acusticos de curta duragdo para produzir
deslocamentos no tecido examinado. Propicia melhor precisdo no calculo da
elasticidade do tecido avaliado quando comparada a elastografia de compresséao
e € reprodutivel facilmente, com resultado independente da habilidade do
operador (Carvalho et al., 2015).

Para avaliacdo qualitativa, este método utiliza impulsos acusticos curtos
e de alta intensidade para deformar os elementos do tecido e criar um mapa
estatico (elastograma) de rigidez tecidual relativa, fornece mapeamento em
escala de cinza que demonstra a rigidez relativa dos tecidos da regiao estudada,
comparando com a imagem ultrassonografica modo-B correspondente, no qual
as areas mais claras representam tecidos mais elasticos (menos rigido) e mais
deformaveis do que as areas escuras (Goddi et al., 2012).

O estudo quantitativo ARFI utiliza impulso acustico primario em direcao a
regido a ser examinada, promovendo a formacdo de ondas de pressdo em
propagacdo capaz de deformar os tecidos, captando a velocidade da
propagacdo dessas ondas (cisalhamento). A velocidade de propagacéo e
atenuacao das ondas estdo relacionadas com a rigidez e viscoelasticidade do
tecido, onde as ondas apresentam maior velocidade em tecidos rigidos, sendo
espressas em m /s (Comstock, 2011).

Recente atualizacdo do software ARFI permitiu a analise qualitativa e
gquantitativa simultaneamente, com avaliagdo da qualidade do exame, o
elastograma é formado em escala de cores, na qual tons vermelhos indicam
tecidos mais rigidos, verde intermediarios e azul menos rigidos; medidas
guantitativas sao obtidas posicionando um ou mais ROI (regido de interesse) na

area de interesse do elastograma (Maronezi et al., 2019).



Considerando a aplicabilidade clinica das técnicas ARFI, as imagens
qualitativas apresentam maior resolucéo espacial, favorecendo a visualizagcéo de
informacéo estrutural, como identificacdo de lesdo ou monitoramento de areas
de ablacdo em pacientes humanos. Para outras aplicacdes clinicas, o estudo
quantitativo demonstra melhor utilidade e tem se mostrado promissor para
analise quantitativa da rigidez difusa de tecidos, diferenciacdo de lesbes
malignas e benignas, com base no estudo da rigidez absoluta e monitorizacéo
da progressao de uma enfermidade e resposta a terapia pelo paciente (Feliciano
et al., 2014).
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CAPITULO 2 - Avaliac&o da elastografia ARFI e biometria placentaria em
cadelasl

RESUMO

A rigidez placentéria e a biometria de doze cadelas gestantes foram avaliadas
por meio da ultrassonografia modo-B e elastografia Acoustic Radiation Force
Impulse (ARFI), realizada uma vez ao dia, desde o dia 15 da gestacdo até o
parto. Foram utilizados softwares especificos (Virtual Touch Tissue
Quantification® - VITQ ™ e Virtual Touch Tissue Imaging Quantification® -
VTTIQ ™). Os valores dos resultados das varidveis foram correlacionados e
modelos de regressdo relacionados. A espessura placentaria materno-fetal
aumentou até o dia 63 de gestacao (P < 0,0001; R2=0,91), a materna aumentou
até o dia 40 (P = 0,0340; R2=0,54) e a fetal até o dia50 (P <0,0001; R2=0,83).
A velocidade da onda de cisalhamento (SWV) da area dorsal (P < 0,0010) foi
maior que a lateral, que por sua vez foi maior (P = 0,020) que a ventral. A SWV
da area dorsal, determinada pelo VITQ ™, diminuiu do dia 21 ao dia 35 e
aumentou no dia 56 da gestacdo (P = 0,0291; R? = 0,4021); A SWV lateral
diminuiu do dia 24 ao dia 45 e aumentou até o parto (P < 0,001; R2 = 0,6055). A
SWV da éarea dorsal, determinada pelo VTTIQ ™, diminuiu do dia 21 ao dia 43 e
depois aumentou no dia 60 da gestacéo (P = 0,0016; R2 = 0,5075); e a SWV da
ventral aumentou do dia 21 ao dia 23 e diminuiu até o parto (P < 0,001; R? =
0,8055). As alteracdes placentarias refletem adaptacdes gestacionais estruturais
e bioquimicas e podem se tornar técnicas Uteis para obstetricia veterinaria.

Palavras-chave: Biometria; Canino; Elastografia; Placentario; Ultrassonografia

1 Este capitulo corresponde ao artigo cientifico submetido a revista Animal Reproduction Science
e encontra-se em avaliacdo para publicacéo.
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1. Introducao

A placenta é o primeiro érgao fetal a se desenvolver e possui funcdes
primordiais e criticas: permeia a implantacdo e estabelece uma interface para
troca de nutrientes e gases na circulagdo materno-fetal, modificando os
mediadores imunolégicos locais, sistema cardiovascular e fungdes metabdlicas
(Cross, 2006). Nos carnivoros é classificada como zoonéria, devido a disposicéo
das vilosidades coridnicas (Junior, 2015) e endotéliocorial pela conexao entre as
vilosidades do cérion fetal e o0 endotélio uterino (Johnston et al. 2001).

O primeiro estagio do desenvolvimento placentario € demarcado pela
implantacdo embrionaria que se inicia nas cadelas em torno do 18° dia apés a
ovulagéo (Chastant-Maillard et al. 2010), precedida pela ecloséo do blastocisto,
com modificagcbes que se principiam no Utero e no embrido, que incluem contato
fisico, apls a dissolucdo da zona pellcida, entre o trofoblasto e o endométrio
(Landim-Alvarenga, 2006).

A biometria é uma técnica importante para analisar e monitorar
morfometricamente o desenvolvimento e crescimento de estruturas gestacionais
materna, embrionaria e fetal, prever a idade gestacional do feto e a provavel data
do parto (Lopate, 2008; Miranda e Domingues, 2010), reduzindo a mortalidade
pré-natal através do diagndstico de distlrbios que podem afetar negativamente
a gestacdo (Johnsen et al. 2008). Na medicina, a avaliagdo elastografica da
placenta foi realizada para caracterizacdo da rigidez estrutural e identificacéo
precoce de anomalias como: pré-eclampsia, descolamento placentario, parto
prematuro espontaneo, retardo no crescimento intra-uterino e morte perinatal,

que sao as principais causas (cerca de 5% da populacdo neonatal) de morbidade
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e mortalidade materna e fetal (Gupta et al. 2008; Yu et al. 2008; Lindheimer et
al. 2010).

Em medicina veterinaria, ha apenas um estudo que relata a aplicabilidade
da elastografia na avaliagéo da placenta animal, utilizando murino como modelo
experimental de restricAo de crescimento intrauterino (Quibel et al. 2015),
destacando a precariedade na descri¢cdo das caracteristicas ultrassonogréficas
da estrutura uteroplacentaria durante a gestacao fisiolégica ou patolégica em
diferentes espécies.

Os métodos de imagem desenvolvidos especificamente para avaliar a
elasticidade dos tecidos s&o coletivamente referidos como elastografia, uma
modalidade de imagem néo invasiva, classificada com base na fonte da forga
que é exercida sobre os tecidos; como compressao manual, acoustic radiation
force impulse (ARFI) e velocidade de cissalhamento em tempo real (VSR).
Ademais, avaliacBGes elastograficas podem ser realizadas utilizando a técnica
qualitativa ou elastografia de forca e a técnica quantitativa empregando ondas
de compressao (Feliciano et al. 2015a). Em medicina veterinaria, a técnica
ultrassonogréafica ARFI tem sido utilizada na deteccdo de diferentes tipos de
alteracdes patolégicas em baco e rins canino e felino, figado canino, glandula
prostética e testiculos (Holdsworth et al. 2014; Feliciano et al. 2015b, 2015c;
Garcia et al. 2015; Maronezi et al. 2015). Esta técnica tem a vantagem de ser
repetivel, objetiva, menos dependente do operador e promete ser método valido
para avaliagcdo de mudancas na estrutura placentaria canina.

Com esses preceitos, hipotetiza-se que: i) a biometria placentaria ao
modo-B permite predicdo da idade gestacional; e ii) alteracdes na rigidez tecidual

da estrutura placentéaria durante o desenvolvimento gestacional a elastografia. O
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objetivo do presente estudo foi avaliar a biometria, determinar as caracteristicas
quantitativas elastograficas e os valores de referéncia para a SWV da estrutura
placentaria a partir do 15° dia de gestacdo até o parto em cadelas saudaveis.
Hipotetizando que essa técnica ndo invasiva fornece informag6es Uteis sobre o
desenvolvimento placentario durante a gestacéo fisiol6gica canina e se tornara
ferramenta para o diagnostico de processos patoldgicos. Adicionalmente,
também pode ser técnica Gtil na identificacdo de condigBes patolodgicas que
podem alterar a rigidez tecidual e se desenvolver durante a gestacdo, periodo
em que a restricdo do crescimento uterino € uma das mais importantes causas
de morbidade e mortalidade perinatal (Bernstein et al. 2000; Aucott et al. 2004).
Espera-se que os resultados do presente estudo fornecam base para estudos
futuros visando o diagnostico e monitoramento precoces de cadelas com
complicacBes gestacionais, reduzindo assim as perdas genéticas e econémicas

de canis e criadores (Beccaglia, 2015).

2. Materiais e métodos

2.1 Aspectos éticos e animais

Todo procedimento experimental foi realizado com a aprovacdo do Comité
de Etica no Uso de animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrérias e
Veterinarias da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” /
UNESP, Campus de Jaboticabal, Brasil (protocolo n°® 9.884/16). Doze cadelas
braquicefélicas, primiparas ou multiparas (peso corporal 10,5 *+ 3,3 kg e idade
de 2,56 + 0,89 anos), clinicamente saudaveis (com base na avaliacdo do
historico clinico, exame geral, hematologia, bioquimico (ALT e creatinina) e

glicemia), de diferentes racas (oito Buldogues Franceses, dois Pugs e dois Shih-
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tzus) foram selecionados aleatoriamente para este estudo de acordo com 0s
critérios de inclusdo para criadores comerciais de cdes. O tamanho amostral foi
definido com o objetivo de avaliar 24 unidades placentérias, o que permitiu atingir
um poder estatistico de pelo menos 85%, conforme resultados obtidos por
estudo prévio que avaliou a rigidez da estrutura placentaria em mulheres com

gestacao fisiologica (Sugitani et al. 2013).

2.2 Protocolo experimental

2.2.1Inseminacéao artificial

Os proprietarios dos canis foram treinados para detectar os primeiros
sinais de proestro, subsequentemente, a fase ciclica ovariana foi confirmada
pela observacdo dos sinais de estro (ou seja, receptividade sexual) e por
citologia vaginal (deteccéo de células superficiais anucleadas em esfregacos (>
80%)) (Socha et al. 2012). Apds confirmacdo estral todos os animais foram
submetidos a inseminacao artificial intravaginal (IAIV) com sémen fresco, a cada

48 horas por trés dias consecutivos (Jacomini et al. 2006).

2.2.2 Avaliacao ultrassonografica ao modo-B

A deteccdo ultrassonografica gestacional foi realizada com a utilizacdo do
aparelho ultrassonografico Acuson S2000™ (Siemens®, Munique, Alemanha)
equipado com transdutor linear de 9,0 MHz, duas semanas apos a primeira IA
(inseminacgéo artificial), conforme descrito por estudo anterior de Feliciano et al.
(2007). Para execucgdo dos exames ultrassonograficos, uma ampla tricotomia da
regido abdominal foi previamente efetuada. O transdutor foi posicionado na

regido abdominal caudal e todas as configuracdes ajustaveis do dispositivo
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ultrassonografico (profundidade, ganho, indice mecéanico e zonas focais) foram
otimizadas e inalteradas durante todo o periodo do estudo. Todos 0os exames
ultrassonogréficos foram realizados por um Unico operador experiente (5 anos)
com o objetivo de reduzir o tempo de avaliacdo e o estresse sofrido pelas
gestantes e verificar consistentemente o desenvolvimento adequado dos
conceptos e sua idade gestacional (Yeager et al. 1992; Socha et al. 2012;
Simdes et al. 2018).

Considerando o periodo variavel de gestacao em cées (entre 57 a 63 dias)
(Concannon et al., 1983), o dia apds a primeira inseminacao foi considerado o
primeiro dia de gestacao neste estudo. As avaliacdes de espessura (mm) dos
tecidos da estrutura materno-fetal da placenta foram determinadas uma vez ao
dia, a partir do dia 15 de gestacdo e os tecidos maternos e fetais individuais,
desde o dia 21 de gestacéo até o parto (Figura 1). Para avaliar consistentemente

a mesma area da placenta em cada animal, houve padronizacdo da avaliacdo

de duas placentas caudais (uma de cada corno uterino).

Figura 1. Imagem ultrassonogréfica de alta resolu¢cdo em sec¢do longitudinal da
estrutura placentaria (unidade materna (M), fetal (F) e materno-fetal (MF)) em

uma cadela no dia 31 de gestagéo.
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2.2.3Avaliacao da elastografia ARFI

Imediatamente apds o exame ultrassonografico modo-B, a elastografia
quantitativa (ARFI) da estrutura placentaria (dorsal, lateral e ventral) foi obtida
através de dois softwares comerciais que fornecem a SWV correspondente a
rigidez dos tecidos: VTTQ ™ (Virtual Touch ™ Tissue Quantification; Siemens®,
Alemanha) e VTTIQ ™ (Virtual Touch Tissue ™ Imaging Quantification; técnica
2D-SWE, Siemens®, Alemanha). Cada procedimento foi realizado uma vez ao
dia, desde o dia 21 de gestacao até o parto. Valores para variaveis elastograficas
guantitativas em tempo real das velocidades das ondas de cisalhamento (SWV;
m/s) dos tecidos foram obtidos utilizando caliper eletrdnico com dimensdes fixas
(VITQ ™; 5 x 5 mm; Figura 2) e (VTTIQ ™; 1 x 1 mm; Figura 3) posicionado
dentro do parénquima de cada 6rgdo em trés locais diferentes (cranial, caudal e

central), com profundidade variando de 5 a 20 mm.

Vs=2.40 m/s
Depth=1.3 cm

Figura 2. Imagem da elastografia quantitativa ARFI VTTQ ™ em secao
longitudinal da area dorsal da placenta canina (caliper verde) no dia 40 de

gestacdo (SWV = 2,40 m/s, profundidade = 1,3 cm).



Figura 3.

longitudinal da placenta dorsal, lateral e ventral canina no dia 25 de gestagao.
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Imagem da elastografia quantitativa ARFI VTTIQ ™ em secédo

ApGs o parto, todos os neonatos foram avaliados clinicamente pelo escore

Apgar (0-10; 0, 5 e 60 min pds-parto) quantificando temperatura corporal (TC),

freqUéncia cardiaca (FC), esforco respiratério (FR), coloracdo mucosa gengival,

tbnus muscular, irritabilidade reflexa e vocalizagdo (Silva et al. 2008). O

acompanhamento do desenvolvimento morfofisioldgico dos filhotes foi verificado

semanalmente por meio de exames clinicos até o dia 60 pds-parto, quando 0s

filhotes foram separados da mée.

2.3 Anédlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software estatistico R® (R

Foundation for Statistical Computing; Viena, Austria), empregando delineamento
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experimental em blocos (cadelas), com parcelas subdivididas no tempo (dias
gestacionais). A normalidade residual (teste de Shapiro) e a homocedasticidade
das variancias (teste de Barlett) foram previamente testadas. A variagao entre as
medidas das trés areas de interesse em cada area da estrutura placentaria foi
estudada pelo teste de concordancia de Bland-Altman. Médias da SWV e
espessura placentéria foram comparadas entre as areas avaliadas e os dias
gestacionais pela andlise de variancia (ANOVA) com medidas repetidas. Para os
parametros que resultaram significativos no teste ANOVA foram testados 0s
ajustes nos modelos de regressdo matemética (linear, quadratico e cubico) ou
contrastes ortogonais. A significancia estatistica foi estabelecida em 95% (valor

P < 0,05).

3. Resultados

Todos o0s animais apresentaram gestacdo normal e ndo procederam
anormalidades aparentes no desenvolvimento fetal ou placentario em exames
pré ou pos-parto. Nenhum dos neonatos apresentou desconforto respiratério
apos o0 nascimento e o escore Apgar foi > 7 (Mediana £ IQR: 9 + 1,5 em 0 min;
10+ 1,5 em 5 min e 10 £ 0,5 em 60 min apds o nascimento) durante a primeira
hora de vida. A ultrassonografia modo-B e a ARFI foram realizadas sem
dificuldades e ndo causaram alterac6es morfofisiologicas nos filhotes durante os
primeiros 60 dias ap6s o parto.

A espessura placentaria materno-fetal (5,59 + 0,83 mm) mensurada a
partir do dia 15 de gestacao ao parto variou significativamente com o avanco da

gestacdo (P < 0,0001); com aumento gradual do seu tamanho até o dia 63,
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comportamento explicado por modelo de regressao linear (P < 0,0001; R2 =
0,91); sendo observada variagdo apos esse periodo.

A espessura placentaria materna (2,20 £ 0,55 mm), mensurada do dia 21
de gestacao ao parto (Figura 1) aumentou significativamente com o avanco da
gestacdo (P < 0,0001), de forma gradativa do dia 21 ao 40 e com posterior
estabilizacdo, comportamento explicado por modelo de regressao cubica (P =
0,0340; R2=0,54). A espessura placentaria fetal (3,40 + 0,63 mm) mensurada a
partir do dia 21 de gestacdo ao parto também variou com o progresso da
gestacdo (P < 0,0001), com aumento gradual até o dia 50 e seu efeito € explicado

por modelo de regressao linear (P < 0,0001; R? = 0,83; Figura 4).
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Figura 4. Representacao gréafica da espessura materno-fetal da placenta (A) e
fetal (B) (Y) durante o periodo fisiolégico gestacional (X) em cadelas
braquicefélicas. A linha continua corresponde ao modelo de regressao
(espessura materno-fetal (mm) = 0,12 X dia gestacional + 0,52; espessura fetal
(mm) = 0,083 X dia gestacional - 0,13) adaptada a cada variavel e os pontos
indicam o intervalo de confianga de 95%.

Na avaliagdo da rigidez tecidual pela técnica elastografica quantitativa

VTITQ ™ (Figura 2), a SWV ndo apresentou variacdo intra-observagdes (P =
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0,6291) e foram consideradas similares por apresentarem variagdes muito
baixas (0,30 + 0,20 m/s). Entre as duas placentas analisadas em cada uma das
cadelas gestantes também nao houve variagdes na SWV (P = 0,2023).
Comparando as areas placentérias, a média da SWV pelo VTTQ ™ da
area dorsal (2,62 + 0,63 m/s) foi maior (P < 0,0010) que a lateral (1,68 £+ 0,53
m/s) e esta maior (P = 0,020) do que ventral (1,50 + 1,37 m/s). A SWV da area
dorsal (Figura 5) variou durante o periodo gestacional (P = 0,0052), variacao
explicada pelo modelo de regresséo cubica (P = 0,0291; R2 = 0,40219), em que
os valores diminuiram do dia 21 ao 35, subsequentemente se elevaram até o dia
56 e depois estabilizaram. A SWV da é&rea lateral também variou (P < 0,001),
variacao explicada por modelo de regressao quadrético (P <0,001; R2=0,6055),
onde este parametro diminuiu gradualmente do dia 24 ao 45 e entdo aumentou
gradualmente até o momento do parto. Finalmente, a SWV placentéaria da area

ventral ndo se alterou durante o periodo gestacional (P = 0,9611).
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Figura 5. Representacéao grafica da velocidade de onda de cisalhamento (SWV;,
m/s) das areas dorsal e lateral da placenta usando a técnica quantitativa
elastografica VTTQ ™ durante o periodo fisiolégico gestacional em 12 cadelas

braquicefélicas.
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Na avaliagdo da rigidez tecidual pela técnica elastografica quantitativa
VTTIQ ™ (Figura 3), a SWV nao apresentou variacao intra-observacgoes (P =
0,4774) e foram consideradas similares por apresentarem variagdes muito
baixas (0,02 + 0,52 m/s). Entre as duas placentas analisadas em cada uma das
cadelas gestantes, também nédo houve variagbes na SWV (P = 0,6570).

Comparando as areas placentérias, a média da SWV pela VTTIQ ™ da
area dorsal (2,60 % 0,44 m/s) foi maior (P < 0,001) que a lateral (2,33 + 0,56 m/s)
e esta maior (P < 0,001) que a ventral (1,66 + 0,66 m/s). A SWV da area dorsal
(Figura 6) variou durante o periodo gestacional (P < 0,0010), variacdo explicada
pelo modelo de regresséo cubica (P = 0,0016; R2 = 0,5075), em que os valores
diminuiram do dia 21 ao 43, subsequentemente se elevaram até o dia 60 e
depois estabilizaram. A SWV da area ventral também variou (P < 0,001) variacao
explicada por modelo de regressédo quadratico (P < 0,001; Rz = 0,8055), onde
este parametro gradualmente aumentou do dia 21 ao 23 de gestacao e entéo
diminuiu gradualmente até o momento do parto. Finalmente, a SWV placentéaria

da &rea lateral ndo se alterou durante o periodo gestacional (P = 0,1092).
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Figura 6. Representacéo grafica da velocidade de onda de cisalhamento (SWV;
m/s) das areas dorsal e ventral placentaria da placenta determinada pela técnica
quantitativa elastografica VTTIQ ™ durante o periodo gestacional em 12 cadelas

braquicefalicas.
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A SWV avaliada pelas técnicas VITQ ™ e VTTIQ ™ apresentou
correlacao positiva (P <0,0001) para cada uma das areas dorsal, ventral e lateral
(R=0,261, 0,626 e 0,460, respectivamente) e apenas pequenas variagoes foram
observadas quando comparadas (- 0,08 + 0,62, - 0,07 £ 0,026, 0,60 £ 0,79 m /s,

respectivamente).

4. Discussao

Com base nos resultados do presente estudo, a implementagédo da
ultrassonografia modo-B e ARFI placentdria de cadelas braquicefalicas,
realizadas uma vez ao dia do dia 15 de gestacao a parturi¢do, foi aplicavel e ndo
causou nenhuma alteracéo clinica evidente na viabilidade e satde materna, fetal
ou neonatal. Sendo consistente com assertivas realizadas por estudos
elastograficos em humanos (Sugitani et al. 2013; Karaman et al. 2016), babuinos
(Quarello et al. 2016) e biométricos em cadelas (Maldonado et al. 2012).

O aumento registrado na espessura placentaria (mm) materna, fetal e
materno-fetal pela ultrassonografia modo-B em cées parece refletir as alteragdes
que ocorrem na histologia das areas placentarias do Utero associada a um
crescimento mais rapido durante o pré-natal, apés o implante (Dantzer e Leiser,
2012). As determinacfes da espessura placentaria materno-fetal (5,59 + 0,83
mm) também permitiram predizer a idade gestacional, corroborando os
resultados de estudo anterior (Maldonado et al., 2012) em que houve avaliacéo
de diferentes racas e tamanhos de cadelas (pequenas, medias e grandes) e
definicdo de uma espessura placentaria media de 0,58 cm correspondente aos
dias (dias 30,5, 35,2, 46 e 56,3) de gestacdo. Cada céo foi avaliado uma vez a

partir da terceira semana gestacional, enquanto no presente estudo cada animal
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foi avaliado diariamente, a partir do dia 15 ap0s a primeira inseminacao artificial
até o parto, e apenas racas braquicefélicas de caes foram usadas como
espécimes para o estudo. Esses resultados também corroboram os achados de
Silva et al. (2007) em raga boxer em um estudo que houve correlagéo positiva
entre os valores de espessura placentaria e dias de gestacdo com Rz = 0,91,
semelhante aos resultados do presente estudo.

Comparando a espessura individual materna e fetal, a fetal (3,40 + 0,63
mm) foi maior que a materna (2.20 + 0.55 mm), sendo o aumento gradual e
constante até o segundo trimestre gestacional posteriormente estabilizando a
espessura placentaria; no entanto, houve avalia¢cdes limitadas em estudos
anteriores. Assim como observado em humanos (Schwartz et al., 2012), a
mensuracao da espessura placentaria pode constituir como marcador clinico
importante na predicdo de recém-nascidos afetados pela restricdo de fluxo
sanguineo uteroplacentario em cées.

Placentas heterogéneas e espessas sao condi¢céo fortemente associada
a complicagbes maternas, fetais e neonatais e desponta como processo
compensatoério causado por subdesenvolvimento da circulagdo uteroplacentéria
(Raio et al. 2004), calcificacdo placentaria (Maldonado et al. 2012), sinal precoce
de hidropsia fetal, diabetes materno descontrolado ou infeccdo congénita
(Kuhlmann e Warsof, 1996).

A placenta é um dos mais importantes 6rgdos parenquimatosos na
obstretricia e séo limitados os estudos sobre sua elasticidade. Sugitani et al.
(2013) foram os primeiros pesquisadores a avaliarem o tecido placentario ex vivo
em mulheres gestantes com restricdo de crescimento fetal e em que houve

identificacdo de aumento na rigidez placentaria em comparacdo ao grupo



27

controle saudavel. Karaman et al. (2016) também avaliaram a elasticidade da
placenta in vivo usando a técnica ARFI em gestantes hipertensas pré-
eclampticas e normais, concluindo que essa abordagem diagnéstica permite
avaliacoes precisas na deteccéo dessas complicagoes.

O presente estudo é o primeiro a avaliar a cronologia da elasticidade
fisiologica placentaria em caes, definindo padrbes placentarios normais para
cadelas braquicefélicas, com o preceito de que essas anormalidades podem ser
fator importante na morbimortalidade fetal devido a sua importancia no
desenvolvimento fetal e crescimento (Bowman e Zennedy, 2014). Estudos
fisiopatologicos, portanto, sdo extremamente importantes na validacdo desse
parametro diagnostico em diferentes espécies. Os resultados de alguns estudos
indicam que existem possiveis efeitos adversos fetais a longo prazo da
ultrassonografia, como a teratogénese induzida termicamente devido ao
aumento da temperatura do tecido, associada a auséncia de perfusédo vascular
fetal durante o inicio da gravidez (Abramowicz et al., 2008). No presente estudo,
no entanto, ndo foram observadas malformacgfes, mesmo com a avaliacdo diaria
por essa técnica.

A elastografia ARFI foi realizada sem desconforto para as cadelas
gestantes e ndo houve evidéncias de alteracdes nos fatores avaliados como
resultado do uso dessa técnica, considerando-se abordagem segura e nado
invasiva. Observacdes semelhantes de Tabaru et al. (2012) em estudo sobre os
efeitos biologicos da ultrassonografia na avaliacdo fetal. Esses achados foram
verificados por Sugitani et al. (2013) em mulheres que relataram que,
microscopicamente, ndo houve alteragbes estruturais, térmicas ou mecanicas

nos tecidos estudados. A elastografia ARFI também foi eficaz devido a facilidade
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de aplicabilidade e reprodutibilidade, ou seja, qualquer operador deve ser capaz
de obter a mesma qualidade de imagem sem dificuldade. N&o houve diferenca
entre medidas repetidas, mesmo com interferéncia profunda na SWV
mensurada, consistente com o0s resultados de Ohmaru et al. (2015) que
avaliaram o segundo e terceiro periodo gestacional em mulheres.

Li et al. (2012) relataram que n&o houve diferenca entre as bordas e as
areas centrais da placenta em termos de valores de elasticidade placentaria no
terceiro trimestre da gestacéo fisiolégica em humanos. A SWV da area dorsal
que corresponde a area da borda livre da unidade placentaria materno-fetal foi
avaliada usando os dois softwares para distinguir funcéo tecidual bem definida
durante o processo gestacional, semelhante ao relatado em mulheres por
Ohmaru et al. (2015). Os resultados indicaram que, embora os valores de SWV
para as avaliagbes da placenta ndo se correlacionassem com a semana de
gestacdo, no entanto, aumentou gradualmente durante a gravidez. Além disso,
no terceiro trimestre de gestacdo, os resultados das avalia¢des histologicas,
indicaram incremento da expresséo de fibras de colageno e presenca de fibrose.
Essas condi¢cGes podem aumentar a rigidez do tecido; e fatores adicionais, como
alteracdes inflamatorias que poderiam resultar de disfuncao vascular associada
a hipertensado gestacional e / ou infarto, ndo puderam ser excluidos; no entanto,
complica¢gBes ndo foram detectadas durante o periodo de observacéo.

Os valores de SWV para a area ventral usando o software VITQ ™ que
se refere a area de insercéo do corddo umbilical e a area lateral que corresponde
a area de borda livre da unidade placentaria com o uso do software VTTIQ ™
nao foram alterados. Até onde sabemos, ndo ha relatos anteriores que permitam

comparar o atual com os resultados anteriores. Portanto, considera-se
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aconselhavel avaliar a SWV da area dorsal usando qualquer um dos tipos de
software utilizados e descritos para a realizacdo do presente estudo.

Na medicina veterinaria, os resultados do estudo de Quarello et al.
(2015a), em que houve avaliacdo da elasticidade placentaria em babuinos no
primeiro, segundo e terceiro trimestres gestacionais e avaliagdo do SWV, pode
ser explicada por meio de modelo de regressdo quadratica com R2 = 0,196
durante a gestagao. Houve resultados semelhantes no estudo anterior aos do
presente estudo para a area de borda livre da placenta. No entanto, os resultados
do presente indicaram que houve maior coeficiente de determinagéo R? = 0,60,
devido ao maior tamanho da amostra e avaliacdo repetida em intervalos
regulares nos mesmos animais. Os resultados indicam que as abordagens
utilizadas séo promissoras para avaliacfes fisiopatoldgicas em estudos futuros.

E importante enfatizar e reconhecer algumas limitagdes do presente
estudo. Todos os fetos nasceram saudaveis; as indicacfes para cesariana foram
baseadas na detecc¢do ultrassonografica de alteracdes na frequéncia cardiaca
fetal (Gil et al., 2014a). O pequeno tamanho da amostra pode ser considerado
fator limitante deste estudo, no entanto, € consistente com a metodologia
utilizada por Gil et al. (2014, 2015a, 2015b) em estudos anteriores em que havia
determinacdo de valores para diversas variaveis clinicas que sdo comumente
usadas como valores de referéncia para gestacdes em caes.

Além disso, os resultados do presente estudo podem ter sido afetados por
movimentos peristalticos ocorridos em cadelas gestantes, variabilidade na
profundidade de oOrgaos fetais, movimentos fetais, sombreamento acustico

gerado por costelas fetais e proporcdes de areas de interesse avaliadas. Essas

limitacGes da técnica de imagem foram descritas anteriormente por Quarello et
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al. (2015b) e Simdes et al. (2018) e pode afetar as relagcdes entre as

caracteristicas elastograficas do tecido placentario.

5. Concluséo

A avaliacao biométrica e elastogréfica da placenta canina desde o dia 15
da gestacdo até o parto foi possivel e ndo causou alteracbes aparentes na
viabilidade materna, fetal ou neonatal. Os padrées encontrados no
espessamento placentario e na avaliacdo da SWV placentaria refletem as
adaptacdes estruturais e bioquimicas que ocorrem durante 0s estagios da
gestacdo e podem se tornar uma técnica Util na obstetricia clinica. A técnica e
os valores elucidados neste estudo fornecem referéncia para analises
biométricas e elastogréaficas de tecidos gestacionais normais e base promissora
para futuros estudos fisiopatoldégicos em diferentes espécies de interesse

veterinario.
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Abstract: Elastography is an actual imaging method used to qualitatively and
quantitatively evaluate the elastic properties of tissues. The aim of this study was
to evaluate and compare uterine tissue biometry and stiffness during post-partum
period in brachycephalic bitches (n = 12) after c-section (GCS; n = 8) or normal
delivery (GNB; n = 4). These animals were evaluated daily by abdominal
ultrasound from the day of delivery until the 10th day postpartum; measuring
uterine diameter, myometrial and endometrial thickness (mm) and shear wave
velocity (SWV; m/s), by B-mode and ARFI (acoustic radiation force impulse)
elastography, respectively. Uterine diameter was higher (P = .012) in animals
submitted to c-section (15.26 + 4.73 mm) than in normal birth (12.53 + 2.64 mm)
during the first 7 days post-partum. Uterine thickness gradually involuted in both
groups (P < .0001), the myometrium during the first 9 days (P = .005) and the
endometrium during the first 6 days (P = .003). The myometrial and endometrial

SWVs were similar between types of delivery (P = .7846 and .8273) and
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presented a gradual increase (P = .411; .0043, respectively), during the first 10
day post-partum. It was concluded that bitches with normal delivery had smaller
uterine thickness and faster puerperal involution than submitted to c-section,
while uterine tissue stiffness was similar between delivery types and increased
gradually during post-partum.

KEYWORDS: canine, echobiometry, pregnancy, ultrasonography

1 Este capitulo corresponde ao artigo cientifico publicado na revista Reproduction in Domestic
Animals 00:1-10, 2020.
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1. INTRODUCTION

The post-partum or puerperium is characterized by physiological changes
occurring after delivery. In this phase, the genital system progressively returns to
pre-pregnancy condition and size and should be accompanied by adequate
uterine tone for loci elimination and epithelial regeneration (Voorwald & Tiosso,
2015). At the normal puerperium, the bitches exhibit serous-bloody vaginal
discharge for 1-6 weeks being this time considered, as the time of normal uterine
involution (Feldman & Nelson, 1986). Although several studies have evaluated
the puerperal period in female dogs (Barbosa et al., 2013; Ferri & Vicente, 2002;
Ferri, Vicente, & Toniollo, 2003; Orfanou et al., 2009; Pharr & Post, 1992; Yeager
& Concannon, 1990), in contrast to other mammalian species, the chronology of
uterine involution has been poorly described and the uterine tissue characteristics
as well its elasticity have not been characterized.

It is also important to highlight that puerperium is considered a very
susceptible phase to uterine diseases, in which pathological conditions may
development (Feldman & Nelson, 1986) and for this reason, follow-up of uterine
involution is essential to ensure future reproductive capacity, since failure to
complete reproductive organs regression can lead to endometritis, metritis and
placental retention (Hirt, Kneissl, & Teinfalt, 2000; Magata et al., 2013). In this
sense, ultrasound is an important tool to evaluate canine reproductive system,
being accurate, innocuous and providing real-time information of ovarian and
uterine conditions, pregnancy, embryonic loss and puerperium (Davidson &
Baker, 2009; England & Russo, 2006; Yilmaz & Ucgar, 2012).

Elastography is a recent, non-invasive, fast and easy-to-perform

ultrasound method for studying the elastic properties of tissue (Karaman et al.,
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2016). Evaluations can be performed using the qualitative technique,
compression or strain elastography designated ‘static or semi-static’ and the
quantitative technique, sonoelastography and acoustic radiation force impulse
(ARFI), which employs compression waves, as a ‘dynamic’ technique (Feliciano,
Garcia, & Vicente, 2015; Maronezi, Feliciano, & Vicente, 2019). Gynaecology and
obstetrics applications of elastography have recently been documented and
studied, focused on identifying pathologies (Che et al., 2019; Stoelinga,
Hehenkamp, Brolmann, & Huirne, 2014; Zhang et al., 2019). Furthermore, many
of elastography studies in normal reproductive tissues are related to the cervix
(Fuchs, Pomorski, & Zimmer, 2013; Lu et al., 2019; Muscatello et al., 2014;
Thomas, 2006; Yamaguchi, Kamei, Kozuma, & Taketani, 2007). In medicine and
veterinary medicine, limited studies have evaluated normal uterine tissue
(Domanska et al., 2018; Manchanda et al., 2019; Tanaka et al., 2011), and no
studies evaluated changes in uterine stiffness during physiological or pathological
post-partum involution in animals. For this reason, aims that study may provide
support for early diagnosis and therapeutic follow-up of post-partum uterine
alterations, reducing genetic, zootechnical and economic losses, in the canine
species and other phylogenetically close.

Hypothesizing that there are differences in uterine involution and stiffness
during the puerperal phase in bitches that gave birth naturally and submitted to
c-section. This study aims to evaluate, compare and describe the uterine
dimensions changes evaluated by B-mode ultrasound and stiffness evaluated by
elastography, in early puerperium in bitches following vaginal delivery and c-

section.
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2. MATERIALS AND METHOD

2.1Ethical aspects and animals

All experimental procedures were approved by the Animal Ethic and
Welfare Committee (Univ. Estadual Paulista) protocol N°9.884/16. Twelve
brachycephalic, primiparous or multiparous bitches (body weight 10.5 = 3.3 kg
and age of 2.56 £ 0.89 years), clinically healthy (after revision of clinical history,
general examination, haematology and biochemical ALT, creatinine and blood
glucose dosage, performed before inclusion in the study), of different
brachycephalic breeds (eight French bulldogs, two Pugs and two Shih-tzus)

owned by commercial dog breeders.

2.2 Experimental protocol

2.2.1 Gestational monitoring

These dogs were kept in the institution's experimental kennels with all
necessary welfare conditions, and evaluated daily during pregnancy by
ultrasound examination, using mathematical formulas to calculate gestational
age (Gestational age (days) = (6 x parietal diameter) + (3 x abdominal diameter)
+ 30) (Beccaglia, Alonge, Trovo’, & Luvoni, 2016) and days for parturition
(biparietal diameter = (mm - 25.11) / 0.61 (small size) and biparietal diameter =
(mm - 29.18) / 0.7 (medium size)) (Luvoni & Grioni, 2000). As soon as the days
for parturition resulting < 10, pregnant females were monitored daily to verify
mucoid vulvar discharge, body temperature drop, maternal restlessness, foetal
viability, uterine contractions, cervical dilation, pelvic and abdominal muscle

relaxation as indicative signs of parturition (Johnston, 1986).
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Once the parturition process started, the team followed the dogs all the
time, providing all the support to achieve a natural and successful birth. However,
bitches with non-productive uterine contractions for more than 2 hours, no
progression or foetuses retention (Pretzer, 2008), were evaluated by abdominal
ultrasound, and if a foetal heart rate was < 160 beats per minute, characterizes
foetal distress and dystocia, the caesarean section were performed as treatment
(Gil, Garcia, Giannico, & Froes, 2014). Bitches that were able to give birth
normally for the statistical analysis of this study were allocated to group GNB and

those that needed c-section to group GCS.

2.2.2 C-section

For c-section, as pre-anesthetic medication metoclopramide (0.5 mg/ kg)
was administered intramuscularly, anesthetic induction was performed with
propofol at dose required for intubation, followed by epidural with lidocaine block
(4 mg/kg) and subsequent isoflurane maintenance. Once the puppies are
removed, tramadol (4 mg/kg) and benzylpenicillin (20.000 IU/kg) were
administered intramuscularly, and as postoperative treatment, all animals were
medicated with oral metamizole (25 mg/kg) every 12 hr for 5 days. The surgical

technique was based on Fossum (2015) recommendation.

2.2.3 Apgar score

All neonates were clinically evaluated by Apgar score (0-10; at 0, 5- and
60-min post-partum) measuring body temperature (TC), heart rate (HR),

respiratory effort (RF), gingival mucous colour, muscle tone, irritability reflexes
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and vocalization (Silva, 2008). The morphophysiological development of these
puppies was verified weekly by physical examinations until the 2 months old,

when the pups were separated from their mother.

2.2.4 B-mode ultrasonography assessment

Once the delivery or anesthetic recovery was completed and after the pups
were breastfed, the sonographic evaluation was started and performed daily at
the same time until 10 days post-partum, using Acuson S2000™ ultrasound
scanner (Siemens®), equipped with a 9.0 MHz linear transducer. To perform
ultrasonographic examinations, a wide trichotomy of the abdominal region was
previously realized, the transducer was positioned in the caudal abdominal region
and all adjustable settings of the ultrasonic device (depth, gain, mechanical index
and focal zones) were optimized and then left unchanged for the entire study
period. These examinations were performed by a single experienced operator (5
years) to reduce evaluation time and stress endured by lactating animals.

At B-mode ultrasound, uterine tissue was measured in longitudinal section,
assessing uterine diameter (UD; from serous to serous), uterine wall thickness
(UWT; from serous to lumen), endometrium (EMT) and myometrium (MMT)
thickness (Figure 1). The presence and characteristics of intraluminal content

was also evaluated.
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FIGURE 1 Ultrasonographic image in longitudinal section of the uterine structure
(myometrium (MMT), endometrium (EMT) and uterine diameter (UD)) in a bitch

on the 3rd puerperal day

2.2.5 ARFI elastography assessment

Following B-mode, quantitative elastography evaluated by ARFI was
activated, and the uterine wall (myometrium and endometrium) stiffness as shear
wave velocity (SWV m/s) was obtained using two specific software: (a) VITQ™
(Virtual Touch™ Tissue Quantification; Siemens®) and (b) VTTIQ™ (Virtual
Touch Tissue™ Imaging Quantification; 2D-SWE technique, Siemens®). Real-
time quantitative elastography was obtained placing an electronic caliper with
fixed dimensions (VTTQ™; 5 x 5 mm; Figure 2) and (VTTIQ™; 1 x 1 mm; Figure
3) within the parenchyma of each organ at three different locations (cranial,

caudal and central), with the depth ranging from 0.5 to 2.0 cm.
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Vs=1.07 m/s
Depth=1.8 cm

FIGURE 2 Ultrasonographic image of quantitative ARFI VTTQ™ elastography, in
longitudinal section, of canine uterine endometrium (green caliper) on the 4th

post-partum day

.| +=Vs=2.38 m/s
195 Depth=0.9 cm

w:iVs=2.50 m/s
1 Depth=0.9 cm
T $Vs=2.58 m/s

FIGURE 3 Ultrasonographic image of the quantitative ARFI VTTIQ™
elastography, in longitudinal section, of the canine uterine myometrium (MMT)

and endometrium (EMT) on the 9th postpartum day

2.3 Statistical analysis
Statistical analysis was performed using the statistical software R® (R

Foundation for Statistical Computing), using a block (bitches) randomized
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experimental design, with parcels subdivided into time (post-partum days).
Residual normality (Shapiro test) and homoscedasticity of variances (Bartlett's
test) were previously tested. The variation between measurements of the three
regions of interest in each uterine portion was studied by the Bland-Altman
concordance test. SWV averages and uterine thickness were compared between
the types of parturition evaluated and post-partum days by the analysis of
variance (ANOVA) with repeated measures. The parameters that resulted
significant at ANOVA test were tested by Tukey's post hoc and orthogonal
contrasts (adjustments to mathematical regression models linear, quadratic and
cubic). The relationship between the elastography techniques tested was studied
by the Pearson correlation test. The statistical significance was set at 95% (p-

value < .05).

3. RESULTS

All animals had normal gestations, were clinically healthy, and there were
no abnormalities on the physical examination. Four bitches had normal birth
(GNB; n = 4) and eight needed c-section (GCS; n = 8). A total of 70 foetuses were
born (5.83 £ 1.33 puppies/litter); the mean litter size in French bulldog was 6.12
+ 1.24, in Pug 4.50 £ 2.12 and in Shih-tzu 6.00 £ 0. All puppies presented an
Apgar scores >7 (9.0 £ 1.5 at 0 min; 10.0 £ 1.5 at 5 min and 10.0 £ 0.5 at 60 min
after birth). B-mode and ARFI ultrasonography were performed without difficulty
and did not cause morphophysiological alterations in the puppies evaluated
during the first 60 days. All puppies from all litters were weaned at 45 days post-

partum.
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Mean uterine diameter during the first 7 days post-partum (DPP) was
higher (p = .012) in bitches of c-section group (15.26 = 4.73 mm) compared with
normal delivery group (12.53 + 2.64 mm); thus, the uterine involution was
significant from 1st to 5th puerperal days in GNB and from 2nd to 7th days in
GCS. In GNB, the uterine involution was very fast, and it was not possible
calculate a regression formula to estimate uterine diameter over time. In the GCS,
the involution was progressive and represents by a linear regression which allows
to estimate the normal values (UD = 19.3 — 0.8 x DPP; p = .0001 and R2 = 84%)
(Figure 4, Table 1).
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FIGURE 4 Graphical representation of the uterine diameter, uterine wall
thickness, myometrial thickness and endometrial thickness, during the
physiological post-partum period in normal delivery or c-section 12
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TABLE 1 Mean = SD of uterine biometry (uterine diameter, myometrial thickness,
endometrial thickness and uterine wall thickness) measured during the
physiological post-partum period in normal delivery or c-section 12
brachycephalic bitches

Myometrial thickness  Endometrial Uterine wall

Post-partum days Type of delivery Uterine diameter (mm) {mm) thickness (mm) thickness (mm)
1 normal 16.50 + 3.67Aa 417 £ 0.%7Aa 4146 + 1.548a 873 £0.70Aa
1 c-section 20,10 + 3.62Ba 410 % 0.70Aa 4.04 + 1.07Aa B.146 + 1.60Aa
2 normal 1270 + 1.27Ab 3.70 2 0.618ab 3.25 + 0.96Ab 7.18 £ 0.B0Ab
2 c-section 14.91 + 2.96Bb 430 1.31Aa 2.71 + 0.6BADb 21 % 1.74Ab
3 normal 12,462 + 3.07Ab 4.05 £ 2.05Aa 317 £ 2.58Ab 7.22 £ 4. 5940
3 c-section 146.78 + 407Bb 4.3520.57Aa 252 £ 1.05Ac &.87 £ 1.0%Ac
4 reormal 292 + 2 D4AC 2.65 % 0.79Ab 2.25 + 0. AC 490+ 112Ac
4 c-section 17.76 & 7.16Bb 3.58 = 0.77ADb 2.62 + 1.02Ac 6.21 * 1.7PAc
5 normal 12.16 + 4 BBAbC .66 2 0.70Ab 220+ 1.83Ac T70 = 2. 16Abc
5 c-section 15.15 £ 4.29Bc 3.53 £ 1.10Ab 1.94 + 0.40Ac 5.41 £ 1.48Ac
b normal 11.42 + 2. 24Abc 3.00 2 0.51Ac 2.30 £ 0.35Ac 5.80=112Ac
[} c-section 1615 + 2 96Bbc 4.02 + 0.80Ab 2.82 + 0.53Ac 6.85 * 0.63Abc
7 reormal 12.02 + 2 96Abc 3.22 # 1.05Ac 1.92 + 0.7dAC 515+ 1.73Abc
i c-section 14.04 + 4. 344bc 3.70 £ 0.B6AC 2.58 £ 1.57AC 6,28 # 1.62Abc
B normal 13.10 + 1.47 Abc 3.30%1.21Ac 290 +0.82Ac £.20 = 1.48Abc
I c-section 12.55 £ 3.15Abc 2712 045Ad 2.03 £ 0.44Ac 4.75 = 0L61AC
£l normal 14.95 + 2.37Abc 350+ 0.27Ac 3A7 £ 0.92Ac &6.67 = 1.17Abc
2 c-section 1252 + 4 41 Abc 2.57 + 0.48Ad 258 +1.41Ac 515 % 1.83Abc
10 normal 13.05 + 2.33Abc 272+ 0.82Ad 2.5+ 0.88BAC 5.22 # 1.05Abc
10 c-section 11.62 + 2. THAC 2.84 & 0.67Ad 2.3 £ 0.73AcC 5.14 £ 0.4%Abc
p-value 0120 8540 5570 2580
Post-partum days

p=value 0127 20050 0030 0001

Type of delivery

Note: Different upper-case letters indicate significance between delivery types and different lower-case letters between post-partum days (Tukey

p < 05

The thickness of the myometrium, endometrium and uterine wall

presented gradual and significant involution (p < .05), similar between both
groups (p > .05). The myometrial thickness involuted from the 1st to the 9th day
(p = .005), characterized by linear regression (MMT = 4.463 — 0.1660 x DPP; p
<.0001 and R2 = 21%); the endometrial thickness involuted from the 1st to the
6th day (p = .003), characterized by linear regression which allows to estimate

the normal values (EMT = 3.347 — 0.1257 x DPP; p = .04 and R2 = 10%); and
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the uterine wall thickness involuted from the 1st to 7th days (p < .0001)
characterized by linear regression (UWT = 7.856 — 0.2923 x DPP; p = .001 and
R2 = 22%) (Figure 4, Table 1).

At the VTTQ™ quantitative elastography, the SWV of myometrium and
endometrium were similar between groups (p > .05), presented a gradual
increase from 1st to 10th DPP (p =.0411 and .0043, respectively), characterized
in the myometrium (VITQ™ MM SWV = 1.68 + 0.1 x DPP; p <.0021 and R2 =
54%), and in the endometrium (VTTQ™ EM SWV =1.32 + 0.07 x DPP; p <.0005
and R2 = 49%) by linear regressions which allows to estimate the normal values.
At VTTIQ™ quantitative elastography, the myometrial and endometrial SWVs
were similar between groups (p = .7048) and between puerperal days (p > .05).
There was no correlation (p = .385 R = 0.122) between the SWVs measuring by
VTTQ™ and VTTIQ™ techniques, and there was no variation (p > .05) between

the regions measured (Figure 5, Table 2).
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FIGURE 5 Graphical representation of myometrial and endometrial SWV (m/s)
evaluated by VTTQ™ technique; myometrial and endometrial SWV (m/s)
evaluated by VTTIQ™ technic, during the physiological post-partum period in

normal delivery or c-section 12 brachycephalic bitches



53

TABLE 2 Mean = SD of myometrial and endometrial stiffness evaluated by SWV
(m/s) VTTQ™ technique; myometrial and endometrial SWV (m/s) evaluated by
VTTIQ™ technique, during the physiological post-partum period in normal

delivery or c-section 12 brachycephalic bitches

SWV (m/s) by VTTQ™ SWV [m/s) by VTTIQ™
Post-partum days Type of delivery Myometrial Endometrial Myometrial Endometrial
1 mormal 236 £ 0.73Aa 1.24 #0.30Aa 228 +0.15Aa 2.20%0.14Aa
1 c-section 1.94 £ 0.97Aa 1.33 2 0.68Aa 212 +0.68Aa 1.81 £ 0.46Aa
2 mormal 1.27 + 0.24Aa 1.29 £ 0.18Aa 2.75+£0.21A8a 2.64 20.21Aa
2 c-section 1.86 +0.35A3 1.5320.24A3 205+043Aa 199 £ 0.50Aa
3 mormal 1.66 + 0.68Aa 148 £ 0.34Aa 204 +0.35Aa 157 20.11Aa
3 c-section 199 +0.57Aa 177 £ 0.83Ab 211 +0.28Aa 1.76 £ 0.36Aa
4 mormal 192 +0.25A3 152 +0224b 2.43 +0.56Aa 2.25+0.33Aa
4 c-section 1.89 + 0.52Aa3 1.57 £+ 0.52Ab 2.18 + 0.504a 2.04 + 0.42Aa
5 mormal 191 +0.81Aa 1.461 + 04440 209 + 01543 201 +0.1%Aa
5 c-section 2.04 + 0.80Aa 1.49 + 0.28Ab 214 + 0.34Aa 191 +0.34Aa
& mormal 268 £ 0.71Ab 1.76 £ 0.4TAD 222+0.21Aa 1.68 £ 0.0BAa
& c-section 1.B8 £ 0.75Aa 1.66 £0.31Ab 220+ 047Aa 182 +042Aa
T mormal 189 +0.73Aa 1.69 £ 0.3%Ab 1.86 +0.30Aa 2.04 £ 0.44A3
7 c-section 194 +0.31A3 182 +0.51Ac 2.33+034Aa 218 £ 0.30Aa
g normal 3.03 £ 0.32Aab 199 £ 0.53AcC 220+ 017Aa 1.946 £ 0.08A3
a8 c-section 225 +1.14Aab 1.86 = 0.30Mc 236 +0.51Aa 2.52 £ 0.56Aa
? mormal 248 + 0.3%Ab 188 20.21Ac 2,68 +2.36Aa 218+ 0.32Aa
9 c-section 242 + 0.49Ab 1.37 £ 0.29Ab 2.32 + 0. 45Aa 211+ 0.31Aa
10 mormal 293 +0.00Ab 2.83 + 0.86MAC 2.52 + 0.30Aa 228+ 047Aa
10 c-section 337 + 0.64Ac 2.30 + 0604 248 +0.27Aa 229+022Aa
p-value 0411 0043 7519 0871
Post-partum days
p-value 7846 8273 J048 7149

Type of delivery

Mote: Different upper-case letters indicate significance between delivery types and different lower-case letters between post-partum days (Tukey
p < 05}

4. DISCUSSION

Based on the results of the present study, the use of B-mode and ARFI
ultrasonography to evaluate daily the puerperal uterus of brachycephalic bitches
was feasible and applicable, causing no evident changes in maternal or neonatal
health, as described in elastography previous studies in women (Tanaka et al.,
2011) and biometric in bitches (Barbosa et al., 2013; Ferri & Vicente, 2002; Ferri

et al., 2003).
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The type of delivery influenced the uterine diameter (12.53 + 2.64 mm in
normal delivery and 15.26 £ 4.73 mm in c-section), being these values similar
that reported by Barbosa et al. (2013) (1.11 £ 0.16; 1.24 + 0.31 cm, respectively),
highlighting the involution during the first post-partum week. The differences in
uterine involution after normal delivery and c-section denoted that physiological
delivery had higher recovery rate, probably due to the more effective action of
PGF2a, which has a vasodilation function and stimulates oxytocin that produce
uterine contractions (Barbosa et al.,, 2013; Hoffmann, Riesenbech, & Klein,
1996). It could also be related to the hypothesis that surgery has a negative
influence on the uterine regression as proposed by Ferri et al. (2003) during the
first week post-partum. According to Mijten, Kruif, Weyden, and Deluyker (1997),
inadequate manipulation and trauma during surgery can lead to complications
such as haemorrhage and ischaemia that compromise uterine tissue recovery. In
contrast, only one study Voorwald and Tiosso (2015) defends the assumption
that the surgical manipulation has no effect on puerperal recuperation.

Another physiological explanation for uterine involution be faster in normal
delivery is a placental detachment, that occurs simultaneously with strong
contractions in the latent phase inducing shear forces between the uterine wall
and the placenta, causing its separation (Herman et al., 2002), while in c-section,
the placenta is removed by gentle manual traction between foetal placenta
(trophoblast) and uterine placenta, minimizing bleeding (Onclin & Verstegen,
2008).

The breastfeeding has a positive influence on female uterine involution,
due to increases in uterine contractions during the immediate post-partum (Chua,

Arulkumaran, Lim, Selamat, & Ratham, 1994) by oxytocin release in response to
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mammary stimulation and auditory stimuli of newborn vocalization (Uvnas-
Moberg & Eriksson, 1996) that are earlier in animals that cub physiologically.
Myometrial contractions promote decrease in uterine volume, particularly in
lumen and uterine wall thickness as evidenced in this study and previously by
Grunert and Birgel (1989). Chronologically Yeager and Concannon (1990)
described that throughout the puerperium, the size of the organ changes and
decreases progressively, between one to four days, the musculature declines the
ability to react to contraction when the involution reach of 60% of its original
volume (Landim-Alvarenga, 2006) and concomitant to involution start the
regenerative changes in glandular and epithelial structures (Chu, Salamonsen,
Lee, & Wright, 2002; Orfanou et al., 2009).

Myometrial and endometrial layers in own study showed significant and
gradual involution, corroborating Yeo et al. (2007) who found a rapid decrease in
myometrial and endometrial thickness in miniature Schnauzer bitches during 7
days after eutocia delivery. However, no comparisons between the involution of
the uterine layers after c-section were found in the literature, nor with respect to
the thickness of the uterine wall. The uterine lumen was evidenced during the
study with normal locus expulsion and without any evidence of pathological
processes, observations consistent with those described by Barbosa et al.
(2013).

All  these modifications described accompanied the sonographic
myometrial and endometrial characteristics verified during the first 10 days after
parturition in this study, and corroborate the histological descriptions previous
reported by Al-Bassam, Thomson, and O’donnell (1981); the myometrium is thick

and with intertwined bundles of collagen fibres between muscle bundles of the
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longitudinal and external circular muscle layers; and the endometrium is
composed of primary folds formed by the swollen lamina propria and secondary
folds related to rough coating, with proliferation of collagen fibres and slight
infiltration of mononuclear cells of the endometrial lamina. These characteristics
give the myometrium a stronger tissue characteristic, which is evident by its
higher SWV-rated stiffness, as well as a greater thickness.

To date, no found reports using the ARFI elastography to assess changes
in uterine stiffness during post-partum in animals. Tanaka et al. (2011) were the
first researchers to quantify the changes in uterine stiffness in women after
normal childbirth, using the VTTQ™ technique, before delivery, immediately, 1
and 2 hr after placental expulsion and related that uterine body rigidity increased
over this time, similarly to our results in myometrial and endometrial stiffness
evaluation by VTTQ™ method, even with close values of SWV. Regardless of
the delivery type, the stiffness of the uterine wall gradually increases; this
behaviour can be explained by the histology changes that occur in the process of
uterine involution, in which the smooth muscles of the myometrium decrease in
length, with thickening of the wall, formation of folds in the mucosa; and the
endometrium suffers a decrease in surface, with formation of folds and production
of locus (LandimAlvarenga, 2006).

Although there was no correlation between VTTQ™ and VTTIQ™
techniques, it is considered that any of them can be used to assess post-partum
uterine wall integrity. This is the first study that evaluates changes in uterine
elasticity during puerperium in dogs, defining normal patterns for the species, with
the hypothesis that pathological conditions alter tissue stiffness and thickness

during post-partum period and these diagnostic tools could become early
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indicators of uterine disease in canines. Another important concept is post c-
section uterine involution dynamics characterization, once this type of delivery is
more susceptible to uterine complications (Ferri et al.,, 2003), and its early

recognition can improve and preserving the health and life of breeding bitches.

5. CONCLUSION

Canine uterine biometric and elastography evaluation was feasible and the
results reveal that female dogs with eutocia delivery had more rapid puerperal
involution than animals submitted to c-section. Post-partum uterine stiffness
gradually increased with uterine involution, was similar for bitches with normal
delivery and c-section. This suggests that the recorded standards are significant
and provide important unpublished information, validating the techniques and
providing reference values for uterine post-partum evaluation. It is intended that
this information has a positive effect in the obstetrics veterinary practice and to
favour future investigation involving the health of the puerperium in the most

diverse species.
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