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RESUMO

A presente pesquisa buscou contribuir com informagbes sobre avaliagéo
ultrassonogréfica pré-natal no terco final da gestacdo em cadelas, particularmente
as caracteristicas fetais que devem ser ponderadas rotineiramente pelo médico
veterinario imaginologista nesse periodo. Para tanto, o trabalho foi subdividido em
trés capitulos independentes. No primeiro capitulo o enfoque da pesquisa foi
avaliar e descrever as aceleracfes e desaceleracdes transitorias na frequéncia
cardiaca fetal, acompanhadas pela ultrassonografia e provocadas pelas
contracbes uterinas; a semelhanca do que ocorre em fetos humanos,
proporcionando o planejamento da cesariana. Esse trabalho demonstrou que tais
oscilagdes na frequéncia cardiaca fetal pré-parto acontecem em fetos caninos e
devem ser utilizadas para prever com precisdo 0 momento do parto iminente. Em
cées a identificacdo do sexo fetal pode estar relacionada ao fator econémico, no
entanto, para os proprietarios esse fato pode estar correlacionado a questdes
emocionais. Por esse motivo, o segundo capitulo discorre sobre a descricdo do
método que determina o sexo fetal canino intrauterino pelo exame
ultrassonogréfico, indicando a melhor idade gestacional e definindo a acuracia do
exame ultrassonogréfico para esse fim, de acordo com o tamanho da ninhada. O
terceiro capitulo refere-se ao acompanhamento na visualizacdo das alcas
intestinais fetais pelo exame ultrassonografico, pois acreditamos que com a
evolucdo dos aparelhos de ultrassonografia agora com alta resolucéo, esse 6rgao
€ observado antes da idade gestacional descrita previamente na literatura.
Descrevemos nesse capitulo o desenvolvimento ultrassonografico das alcas
intestinais fetais, relacionada a idade gestacional, associado a avaliacdo da
presenca de peristaltismo intestinal e se essa caracteristica tem importancia no
planejamento da cesariana. Conseguimos provar que a Vvisualizagdo do
peristaltismo intestinal fetal n&o deve ser utlizada como parametro
ultrassonogréfico Gnico para programar uma cesariana. Portanto, apresento trés
estudos inéditos cujos achados e conclusGes sdao de grande importancia para a
reproducéo e o diagndstico por imagem veterinario.

Palavras-chaves: céo, gestacdo, ultrassonografia fetal, sexagem fetal,
ultrassonografia intestinal fetal, maturacao fetal



ABSTRACT

The main of this research was to contribute with information about prenatal
evaluation at the end of gestation in dogs, particularly the foetal characteristics
that should be considered routinely by veterinary radiologist in this period.
Therefore, the study was divided into three independent chapters. In the first
chapter, the focus of the research was to assess and describe the transient
accelerations and decelerations in the foetal heart rate monitored by ultrasound
and caused by uterine contractions; similar to what occurs in the human foetus,
providing planning caesarean section. In dogs, identification of foetal sex could be
related to economic factor, however, for owners this fact probably is correlated to
emotional issues. For this reason, the second chapter discusses description of
method that determines foetal sex canine intrauterine by ultrasonography,
indicating the best gestational age and setting accuracy of ultrasonography for this
purpose, according to size of litter. The third chapter deals with visualization of
foetal bowel by ultrasonography, because we believe that, with evolution of
ultrasound equipment with high resolution, this organ is observed before the
gestational age previously described in literature. Herein we describe the
development of ultrasound foetal bowel, related to gestational age, combined with
evaluation of the presence of intestinal peristalsis and if its importance in planning
of caesarean section. We managed to prove that visualization of fetal intestinal
peristalsis should not be used alone as sufficient ultrasound parameter to
schedule a caesarean section. Therefore, present three unpublished studies
whose findings and conclusions are great importance for the veterinary

reproduction.

Keywords: dog, pregnancy, foetal ultrasound, foetal sex determination, foetal

intestinal ultrasound, foetal maturation
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CAPITULO 1
Frequéncia cardiaca fetal: aceleracdes ou desaceleracdes preveem a data

do parto em cadelas?

Resumo

A ultrassonografia € uma técnica segura e eficiente para o monitoramento do
desenvolvimento e da viabilidade fetal. Um dos parametros mais importantes e
amplamente utilizados para verificar a viabilidade fetal € a frequéncia cardiaca
fetal (FCF). Em fetos humanos, a FCF oscila normalmente durante o trabalho de
parto com aceleracfes e desaceleracdes transitOrias associadas as contracfes
uterinas. O presente estudo investigou se essas variagcdes também ocorrem em
fetos caninos e a sua relagdo com a proximidade do parto ou nascimento. Um
estudo prospectivo e observacional foi realizado em quinze cadelas gestantes
utilizando-se exames ultrassonogréaficos bidimensionais de alta resolucdo entre a
82 e 92 semana de gestacdo. FCF foi avaliada pelo modo-M, observando-se
durante cinco minutos cada feto de todas as cadelas. Além disso, as cadelas
foram monitoradas quanto aos sinais obstétricos de parto iminente. As
associacOes entre a FCF, o tempo pré-parto e as caracteristicas do parto foram
avaliados pelo modelo de regressdo de Poisson. Aceleracdo e desaceleracdo da
FCF ocorreram em fetos de caes e mostraram-se ser parametro seguro para
prever o momento ideal de parto. Estes achados irdo contribuir na compreenséao
deste fendbmeno em fetos caninos, impactando na seguranca e nos resultados dos
trabalhos de clinicos obstetras e ultrassonografistas veterinarios.

Palavras-chave: Caninos, ultrassonografia fetal, gestacdo, ultrassom gestacional.

Abstract

Ultrasonography is a safe and efficient technique for monitoring fetal development
and viability. One of the most important and widely used parameters to verify fetal
viability is the fetal heart rate (HR). In human fetuses, the fetal HR normally
oscillates during labor in transient accelerations and decelerations associated with
uterine contractions. The present study investigated whether these variations also
occur in canine fetuses and its relationship to parturition. A cohort study was
conducted in fifteen pregnant bitches undergoing two-dimensional high-resolution
ultrasonographic examination during the 8" and 9™ week of gestation. Fetal HR
was assessed in M-mode for five minutes in each fetus in all bitches. In addition,
the bitches were monitored for obstetrics signs of imminent parturition.
Associations between the HR, antepartum time, and delivery characteristics were
evaluated with a Poisson regression model. Fetal HR acceleration and
deceleration occurred in canine fetuses and predicted the optimal time of
parturition. These findings can help veterinarians and sonographers better
understand this phenomenon in canine fetuses.

Keywords: canine, fetal ultrasonography, pregnancy, gestational ultrasound
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1.1 Introducéo

A gestacdo canina dura entre 64 a 66 dias baseando-se no pico pré-
ovulatério do hormonio luteinizante (Root, 2005). No entanto, a gestacdo a termo
pode variar de 57 a 72 dias apds a copula, dependendo da raca, tamanho da
ninhada e a duracédo do pro-estro e do estro individual (Concannon et al., 1983;
Johnston et al., 2001; Okkens et al., 2001; Root, 2003). E dificil prever o dia exato
do parto em cadelas e um método acurado que pudesse prever o0 momento exato
do parto em cadelas seria util, permitindo uma intervencéo oportuna minimizando
ou prevenindo possiveis perdas reprodutivas.

A ultrassonografia € um método seguro e eficaz para acompanhamento do
desenvolvimento e da viabilidade fetal em cadelas (Lamm & Makloski, 2012). Um
dos parametros mais importantes e amplamente utilizados para verificar a
viabilidade fetal é a frequéncia cardiaca fetal (FCF). O stresse resultante da
hipéxia fetal pode ocorrer durante a distocia e manifestar-se como uma
diminuicdo da frequéncia cardiaca (Kutzler et al., 2003). FCF normal deve ser
superior a 220 batimentos por minuto (bpm); frequéncias entre 180 e 220 bpm
indicam sofrimento fetal moderado, enquanto que valores menores que 180 bpm
indicam sofrimento fetal grave (Zone & Wanke, 2001).

Na medicina, Hon (1958) e Caldeyro-Barcia et al. (1957) relataram que a
FCF oscilava durante a fase | do parto. Eles estudaram as aceleracbes e
desaceleragdes transitorias na atividade cardiaca fetal, caracterizaram-nas como
normal e resultante de contracdes uterinas. Tais eventos ndo foram descritos em
medicina veterinaria. Portanto, o presente estudo avaliou se essas mudancas
ocorrem em cées, a sua relacdo com a aproximacao do parto, e sua utilidade na

previsdo do momento adequado para uma cesariana.

1.2 Materiais e métodos

Um estudo prospectivo e observacional foi realizado em 15 cadelas
gestantes que foram submetidas a um exame ultrassonografico durante a 82 e 92
semana de gestacdo. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com

as diretrizes do Comité de Etica de Uso Animal. Em todas as cadelas, o exame foi
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realizado com equipamento ultrassonografico e imagens de alta resolucao
Ultrasonix (SONIX OP, Ultrasonix Ltda., Richmond, BC, Canad4a), Esaote (MyLab
30, Genova, Itédlia), e General Electric (Logic 3 Expert, GE Healthcare,
Wauwatosa, WI, EUA). Transdutores eletronicos multifrequenciais convexos e
lineares com frequéncias variando de 2,5 a 14,0 MHz foram selecionados de
acordo com o tamanho do animal. O pélo abdominal foi cortado para otimizar a
formacéo da imagem ultrassonografica.

As fémeas foram examinadas ultrassonograficamente durante toda a
gestacado, duas vezes por semana para a determinacao do fim da organogénese
fetal (Lamm & Makloski, 2012). Os exames ultrassonograficos foram realizados
todos os dias para avaliar a FCF até o parto, que aconteceu apds a confirmacao
da presenca de peristaltismo intestinal fetal. O periodo pré-parto foi decretado
apos a colheita e analise dos dados, por meio de contagem retroativa a partir da
data do parto, considerando o dia de nascimento como zero. FCF foi aferida em
72,48, 24,12, e entre 6 a 1 hora antes do parto.

A FCF foi avaliada utilizando o modo-M durante 5 minutos em cada feto de
todas as cadelas gestantes até no maximo em quatro fetos. Quando mais de
quatro fetos estavam presentes, avaliamos pelo menos cinco fetos em posicées
diferentes. O sofrimento fetal foi definido como uma frequéncia cardiaca constante
entre 160 a 190 bpm. Afericdo da FCF durante o periodo de pré-parto final (6 a 1
hora) variou dependendo do tipo de parto; em cadelas submetidas a cesariana, a
FCF foi avaliada uma hora antes da cirurgia, enquanto que naquelas que tiveram
parto normal, o exame ultrassonografico final foi realizado dentro das 6 ultimas
horas antes do parto.

Os exames ultrassonograficos foram realizados em todos os cées por dois
ultrassonografistas, sendo um membro do Colégio Brasileiro de Radiologia
Veterinaria e o outro um ecocardiografista, que avaliou todos os achados
ultrassonograficos relacionadas a frequéncia cardiaca durante o exame. Além do
acompanhamento ultrassonografico, as gestantes foram monitoradas clinicamente
para os sinais de parto, incluindo a diminuigdo da temperatura retal (< 37,2°C), a
producéo de leite, o comportamento de nidificacao e a descarga vulvar.

A tabulacdo e analise dos dados foram realizados utilizando o Microsoft
Office Excel (Microsoft Office 2007 para Windows, Redmond, WA, EUA) e R for
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Windows (versdo 3.0.1, R Foundation for Statistical Computing, em Viena, Austria,
2013). Para avaliar a associacdo entre a FCF e suas oscilagdes, tempo de
ocorréncia e caracteristicas do parto, foi utilizado o modelo de regressao de
Poisson. A andlise estatistica descritiva foi realizada e ajustada no modelo linear
generalizado de dados categoricos antes de implementar a regressao de Poisson.
As seguintes variaveis foram avaliadas: variavel resposta da FCF (bpm), as
variaveis explicativas (grupo de animais), bem como o periodo pré-parto (6 a 1
hora). A distribuicdo de Poisson foi modelada para as afericdes de frequéncia
cardiaca e a andlise de regressdo de Poisson estimaram o efeito da aceleracao e
desaceleracdo da FCF pré-parto. A regressao de Poisson foi ajustada aos dados
de FCF nos 15 casos de acordo o grupo experimental e o tempo pré-parto. A
estimativa para o grupo 1 (parto normal) foi comparado com as estimativas dos
outros grupos. Um P-valor de 5% foi considerado significativo e o significado de
cada parametro foi analisado em relacdo ao valor definido. Os grupos foram
estabelecidos de acordo com os resultados adquiridos e sdo apresentados a

seguir, na secdo Resultados.
1.3 Resultados
Quinze cadelas foram incluidas no estudo cujas idades variaram de 1 a 7

anos. Dessas, trés tiveram partos normais e doze foram submetidas a cesariana
(Tabela 1.1).
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Tabela 1.1: Caracteristicas das cadelas e seus sinais de parto, tipo de parto e tamanho da

ninhada.
Cadela Raca Idade Prri)rlr:;’rpi:;a:;u Sinais de parto iminente Tipo de parto Tamgﬁggada

1 Crista Chinesa 1 Primipara DTR, LAC, CNI, RCE, CUT, DVU Parto normal 2
2 SRD 3 Sem histérico DTR, LAC, CNI, RCE, CUT, DVU Parto normal 11
3 Pinscher 3 Primipara DTR, LAC, CNI, RCE, CUT, DVU Parto normal 6
4 Bulldog Inglés 2 Pluripara DTR, LAC, CNI, RCE, CUT, DVU Cesarea 5
5 Bulldog Inglés 3 Primipara DTR, LAC, CNI, RCE, CUT, DVU Cesarea 4
6 Pug 3 Pluripara DTR Cesarea 6
7 Bulldog Inglés 4 Pluripara DTR, LAC, CNI Cesarea 5
8 Bulldog Inglés 3 Pluripara DTR, LAC, CNI Cesarea 3
9 Bulldog Inglés 2 Primipara DTR, LAC, CNI Ceséarea 9
10 Pug 1 Primipara DTR, DVU Cesarea 3
11 Schnauzer 6 Pluripara DTR, LAC, CNI Ceséarea 4
12 SRD 3 Sem histérico DTR, CNI Cesérea 6
13 Crista Chinesa 2 Pluripara DTR Cesérea — sofrimento fetal* 3
14 Rottweiler 7 Primipara DTR Cesarea — sofrimento fetal* 2
15 Schnauzer 4 Pluripara DTR, LAC Cesarea — sofrimento fetal* 4

Abreviacdes: DTR, declinio da temperatura retal; LAC, lactacdo; CNI, comportamento de

nidificacdo; RCE, relaxamento da cérvix; CUT, contragcéo uterina; DVU, descarga vulvar loquial.

* Todos os fetos estavam em sofrimento.

As gestantes foram divididas em trés grupos: Grupo 1, cadelas que tiveram

parto normal (cadelas de 1 a 3); Grupo 2, cadelas que foram submetidas a

cesariana, com um ou mais (mas nao todos) os fetos em sofrimento (cadelas de 4

a 12); e Grupo 3, formado pelas cadelas que foram submetidas a cesariana, com

todos os fetos em sofrimento (cadelas de 13 a 15) (Figura 1.1).

GRUPO 1
Parto Normal
(3/15)
Gestantes GRUPO 2
15 cadelas (9/15)
Cesareana
(12/15)
GRUPO 3
(3/15)

-

Cesareana de

cadelas com

sinais de parto
(3/9)

f

Cesareana de
cadelas com sinais
de parto e pelo
menos um fetoem
sofrimento (6/9)

J
N

J

N
-

Cesareana de
cadelas com sinais
de sofrimento em
todos os fetos (3/3)

N

Figura 1.1: Diagrama de fluxo da populacdo do estudo que mostra a distribuicdo dos grupos e
subgrupos de acordo com o tipo de parto e a presenca ou auséncia de sofrimento fetal.
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A variabilidade da FCF foi medida e considerada consistente com
aceleracbes e desaceleracbes. Estas mudancas ocorreram durante todo o
periodo do estudo de 72 horas até de 6 a 1 hora antes do parto. Inicialmente, as
variacbes da FCF ocorreram apenas em alguns fetos, mas conforme o parto se
aproximava, todos os fetos passaram a apresentar essas oscilacbes. As
aceleractes e desaceleractes na FCF também se alternavam e valores extremos
foram observados quando o momento do parto se aproximava. Foram observados
valores absolutos extremos da FCF ao longo de um periodo de 4 segundos, tais
como 143-205 bpm, constatados pelo Modo-M, tal como mostrado na Figura 1.2.

2 143 bpm

Figura 1.2: Imagem ultrassonografica modo B (por¢éo superior) e M (porcao inferior) do coracéo
fetal canino, ilustrando aceleracdo e desaceleracdo da frequéncia cardiaca. Um periodo de 4
segundos é mostrado, e a frequéncia cardiaca oscila entre 143 e 205 batimentos por minuto. LV,
ventriculo esquerdo; RV, ventriculo direito.

A Figura 1.3 mostra um grafico boxplot da distribuicdo de FCF variavel

(bpm) por cadela entre 6 e 1 hora antes do parto.
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Figura 1.3: llustracdo grafica do comportamento dos batimentos cardiacos fetais individuais
(batimentos por minuto) por cadela 6 a 1 hora antes do parto. Grupo 1: parto normal, cadelas 1-3;
Grupo 2: cesariana, um ou mais (ndo todos) os fetos em sofrimento, cadelas 4 a 12; Grupo 3:
cesariana, todos os fetos em sofrimento, cadelas 13 a 15.

O gréfico de dispersdo da FCF durante o periodo pré-parto para cadelas
dos grupos 1 e 2 é mostrado na Figura 1.4. Conforme o parto se aproximava, as
desaceleracdes de FCF atingiram um minimo de 103 bpm e sustentou valores
méaximos acima de 200 bpm.



19

o

O -

™

wn
C i B R
5™ .
ag |83 $ $ $
=0 ? ® ° ]
o # o s ¢ @
SRR I i :
y— N -
o o ® @ @
(@)
© g _|
‘-6(\1
@
9 0
o T
2 a
<(D"f_’— ! &
= * °
C)'m @
99—! . °
L

8 4

16 12 24 48 72

Periodo pré-parto (horas)

Figura 1.4: Grafico de dispersao da frequéncia cardiaca fetal (batimentos por minuto) nas cadelas
de 1 a 12 que compreendem tanto parto normal e cesariana com um ou mais fetos (ndo todos) em
sofrimento, de acordo com o periodo pré parto (horas).

Todos os fetos do grupo 1 (3/3) tiveram a aceleracdo e desaceleracdo da
frequéncia cardiaca em 6 a 1 hora antes do parto variando entre 119 a 242 bpm.
Na cadela 1, as aceleracfes e desaceleracdes da FCF comecaram dentro de 12
horas antes do parto em todos os fetos. Na cadela 2, mudangas na FCF foram
observados em apenas alguns fetos 48 horas antes do parto. Na cadela 3, a
aceleracdo e desaceleracdo foi observada em alguns fetos dentro de 72 horas
antes do parto, mas conforme a hora do parto se aproximava, todos os fetos

apresentaram aceleracdes e desaceleracdes da FCF (Figura 1.5).
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Figura 1.5: llustragdo gréafica de dispersdo da frequéncia cardiaca fetal (batimentos por minuto) ao
longo do tempo (horas) no grupo 1 (parto normal).

Os fetos em dois buldogues ingleses do grupo 2 (2/9) (cadelas 4 e 5)
apresentaram sofrimento. A aceleracdo e desaceleracdo da FCF foram
observadas iniciando 12 horas antes da cesariana; esta variacao persistiu no
periodo de 6 a 1 hora antes do parto. Com base nas variacbes das FCF
associados aos sinais de parto, as cadelas foram submetidas a cesarianas
(Tabelas 1.1 e 1.2).
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Tabela 1.2: Cadelas dos grupos 2 e 3: causas de distocia e/ou indicacdo para uma cesariana.
Grupo Cadela Causa da distocia/indicacdo da cesarea

4 Desaceleracao e aceleracéo da frequéncia cardiaca fetal; sinais do parto
Desaceleracdo e aceleragao da frequéncia cardiaca fetal; sinais do parto
Fetos com sofrimento, mas néo todos; sinais do parto; prolapso vaginal

5
6
7 Fetos com sofrimento, mas nao todos; sinais do parto
8 Fetos com sofrimento, mas ndo todos; sinais do parto
9

2 . ~ o
Fetos com sofrimento, mas ndo todos; sinais do parto
10 Fetos com sofrimento, mas néo todos; sinais do parto
11 Fetos com sofrimento, mas néo todos; sinais do parto; hiperplasia endometrial
cistica
12 Todos fetos sem desaceleragéo da frequéncia cardiaca e acima de 200 bpm;
sem contracgfes; respiracao ofegante e letargia.
13 Todos os fetos em sofrimento; sem sinais do parto
3 14  Todos os fetos em sofrimento; sem sinais do parto

15 Todos os fetos em sofrimento; sinais do parto; um feto macerado

No Grupo 2 (6/9) (cadelas 6 a 11), um ou mais, mas nao todos os fetos,
apresentaram sinais de sofrimento fetal (FCF persistentemente entre 160 e 190
bpm) de 6 a 1 hora no pré-operatério. Os outros fetos dessas gestantes
apresentaram desaceleracdes e aceleracdes da FCF (Figura 1.2). Com base
nestas observacdes fetais e outras indicacfes, a cesariana foi realizada (Tabela
1.2). Em todas as cadelas a diminuicdo da temperatura retal, lactacdo e
comportamento de nidificacdo foram detectados sem qualquer outro sinal de
parto. Na cadela 6 foi observado prolapso uterino antes do parto. A cadela 10
gestou trés fetos que tinham diferentes frequéncias cardiacas no periodo de 6 a 1
hora antes do parto. Dos trés fetos, um estava em sofrimento fetal com FCF entre
160 e 185 bpm, outro com aceleracfes e desaceleracbes da frequéncia cardiaca
entre 185 e 236 bpm, e o terceiro com aceleracbes e desaceleracbes de FCF
entre 138 e 225 bpm. Na cadela 11 foi diagnosticada hiperplasia endometrial
cistica ao longo dos cornos uterinos.

Na cadela 12 (grupo 2, 1/9), os periodos de maior aceleracdo e
desaceleracdo HR foram inicialmente observados nos fetos (48 e 24 horas no pré-
operatorio, figura 1.6) e varios sinais do parto ocorreram, mas essas mudancas
cessaram em 6 a 1 hora pré-parto; as FCF j4 ndo desaceleravam e manteve-se
acima de 200 bpm (Figura 1.6); além disso, a cadela ndo apresentou sinais de

parto e se tornou letargica. Por isso, a cesariana foi indicada (Tabela 1.2).
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Figura 1.6: llustracdo gréfica de dispersdo da frequéncia cardiaca fetal canina (batimentos por
minuto) ao longo do tempo (horas) no grupo 2 (cesariana, um ou alguns fetos em sofrimento).

Durante o periodo pré-parto, a maior queda na FCF é observada nos fetos
do grupo 1 (parto normal — Figura 1.5). A mesma tendéncia da FCF ocorreu no
grupo 2 (cesariana, Figura 1.6), exceto na cadela 12, onde a FCF retornou para
um valor superior a 200 bpm durante o periodo de 6 a 1 hora antes do parto.

No grupo 3 (3/3) (cadelas 13, 14 e 15), todos os fetos estavam em
sofrimento no periodo de 6 a 1 hora antes do parto e cesarianas foram indicadas
(Tabela 1.2). As cadelas 13 e 14 (2/3) nao tiveram sinais de parto e suas
temperaturas retais haviam diminuido ao longo dos dultimos 2 dias, mas

retornaram ao normal no dia da cesariana. Em uma cadela (cadela 14), sinais de
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ruptura uterina foram observados durante a cirurgia. A cadela 15 apresentou
apenas lactacdo como um sinal de pré-parto, e um feto macerado foi observado, o
qual foi previamente visualizado e monitorado pelo exame ultrassonografico
durante a gestacéo.

No grupo 3 (todos os fetos em sofrimento), foram observadas
desaceleracdes da FCF durante o periodo pré-parto de 12 horas, no entanto,
durante o periodo de pré-parto de 6 a 1 hora, a frequéncia cardiaca néo
ultrapassava 200 bpm, ndo apresentou desaceleragcbes marcadas, e manteve-se
em uma faixa consistente (Figura 1.7).
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Figura 1.7: llustracdo gréafica de dispersdo da frequéncia cardiaca fetal canina (batimentos por
minuto) ao longo do tempo (horas) no grupo 3 (cesariana, todos os fetos em sofrimento).

As estimativas do modelo Poisson sao apresentadas na tabela 1.3. O

desvio do modelo foi de 3612,40 com 1206 graus de liberdade, mostrando que o
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ajuste foi adequado. Além disso, haviam estimativas significativas entre os grupos
2 (cesariana) e 3 (parto cesarea com todos os fetos em sofrimento).
Considerando o valor de P < 0,05 e rejeitando a hipétese de que B1 = B2 = 0,
pbdde-se concluir que as mudancas na FCF estavam relacionadas ao periodo pré-
parto nestes grupos. Portanto, as cadelas no grupo 3 deveriam ter parido dentro
de 12 horas, conforme evidenciado pela estimativa negativa. O grupo 2 é
semelhante ao grupo 1, tal como indicado pela estimativa positiva. Os filhotes que
vieram a termo nasceram saudaveis; ndo houve mortalidade, incluindo aqueles

gue estavam anteriormente em sofrimento.

Tabela 1.3: Valores para as estimativas dos paradmetros do modelo Poisson ajustadas para os
dados da frequéncia cardiaca fetal canina.

Efeitos Parametros Estimativa Padrao E/E Z-value P-value

Constante A 5,226 0,00584 894,8100 <2E-16***

Fator Grupo 2 B; 0,0403 0,005835 6,9060 4,9800E-12***

Fator Grupo 3 B, -0,01588 0,007166 -2,2160 0,0267*

Periodo Y 0,001425 0,00008234 17,3110 <2E-16***
T 0; “*7 0,01

1.4 Discussao

No presente estudo, mostramos que a aceleracdo e desaceleracdo da
frequéncia cardiaca ocorre nos fetos caninos durante o periodo pré-parto. Este
fendbmeno foi relatado pela primeira vez em fetos humanos por Hon (1958) e
Caldeyro-Barcia et al. (1957); estes relataram que a FCF tem variacdes normais
que ocorrem durante as contracbes uterinas e que os fetos humanos sofrem
desaceleracdes, também chamados de "dips ou falls", sendo que essas
mudancas estdo associadas ao pico da contracdo uterina. Tais mudancas nédo
foram previamente relatadas em cdes ou em outras espécies na medicina
veterinaria.

As aceleracbes e desaceleracbes da FCF nos fetos humanos séo
caracterizadas como “dips” tipo | ou Il, e ambos estdo associados a variagdes na
frequéncia cardiaca e correlacionados a contragdo uterina. Dips tipo | sdo mais
curtos em duracdo e amplitude, correspondem ou sucedem o pico de contracao,
ocorrem em um curto periodo, e sdo mais evidentes no inicio do parto. Suspeita-

se que os dips tipo | sdo causados por estimulagdo vagal causada pela
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compressdo do corddo umbilical ou do cranio. Apesar de seu inicio gradual, os
dips tipo Il sdo também relacionados as contra¢des uterinas e iniciam apos o pico
da contracdo. No entanto, o retorno de uma FCF a valores normais nestas
circunstancias ocorre mais tardiamente, geralmente apos o fim da contracgéo.

Acreditamos que estas duas variacdes — dips tipo | e Il - podem ser
identificadas em fetos caninos. No entanto, a cardiotocografia ndo estava
disponivel, o que seria necessario para adequada mensuracdo da frequéncia,
extensdo e duracdo da contragdo uterina nas cadelas, portanto, alteracbes na
frequéncia cardiaca apenas atuaram como indicadores dos dips tipo | e I, foram
transitorias aceleracdes e desaceleracdes (Dildy, 2005; Graham et al., 2006;
Bakker et al., 2007; Tranquilli, 2012; Schenettler et al., 2012).

No grupo 1 (3/15), nas cadelas que tiveram parto normal, as frequéncias
cardiaca de todos os fetos ndo permaneceu constante durante o periodo pré-
parto imediato (6 a 1 hora); aceleracGes e desaceleracdes, oscilacfes rapidas e
intermitentes, atingindo um minimo de 119 bpm foram observadas (Figura 1.5).
No geral, a FCF reduziu conforme o parto se aproximava. Esta tendéncia também
foi observada no grupo 2 (Figura 1.6). Uma reducado na frequéncia cardiaca em
todos os fetos pode ser confundida como evidéncia de sofrimento fetal. Ao invés
disto, a reducdo na FCF deve ser considerada fisiolégica e normal quando
associada a elevacdes subsequentes da frequéncia cardiaca. Isto é evidenciado
pelo resultado positivo para os filhotes; todos nasceram vivos e saudaveis.
Notavelmente, a mudanca na FCF pode ser identificada dentro de 72 horas antes
do parto e ira ocorrer em todos os fetos conforme o parto se aproxima.

Além de aceleracdo e desaceleracdo da frequéncia cardiaca, cadelas do
grupo 1 também mostraram sinais de parto iminente, tais como diminuicdo da
temperatura retal, a lactacdo, o comportamento de nidificacdo e descarga vulvar
durante a gestacdo (Concannon et al., 1977; Johnston et al., 2001). Estes sinais
clinicos guiaram nossa interpretacdo em relacdo a variacdo da frequéncia
cardiaca e sua relagdo com o parto iminente (Tabela 1.1 e Figura 1.4).

No presente estudo, 12 das 15 cadelas foram submetidas a cesariana
(grupos 2 e 3) por causa dos sinais obstétricos de parto iminente (2/15),
sofrimento fetal em pelo menos um (mas néo todos) dos fetos (6/15), ou distocia

(12/15) (Figura 1.1). A elevada incidéncia de distocia provavelmente resultou do
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grande numero de cadelas braquicéfalas nos grupos experimentais (7/15, Tabela
1.2). As racas braquicéfalas sdo predispostas a distocia porque sdo propensas a
nao passagem do feto pelo canal do parto. Elas sédo geneticamente selecionadas
para apresentarem cabeca larga e uma pelve estreita; portanto, uma cesariana é
normalmente necesséria (Johnston et al., 2001; Jackson, 1995; Linde-Forsberg,
2005; Bergstrom et al., 2006; Evans & Adams, 2010; Wydooghe et al., 2013).

As oscilacdes da FCF foram uteis na tomada de decisdo para encaminhar
as cadelas para a cesariana. Esta estratégia mostrou-se mais eficaz,
correlacionando os dados de FCF, os sinais obstétricos e outras caracteristicas
fisicas das cadelas do grupo 2 (9/15). Com excecédo da cadela 12, em que a FCF
retornou a valores superiores a 200 bpm, os fetos do grupo 2 mostraram declinios
nas oscilacbes da frequéncia cardiaca associados com aceleracdo e
desaceleracdo, como demonstrado na figura 1.6 e modelo de Poisson.

Presumivelmente, o regresso a uma FCF normal (201-262 bpm) dentro de
6 a 1 hora na cadela 12 foi devido a provavel inércia uterina (Johnston, 2001;
Linde-Forsberg, 2005; Smith, 2012) ap6s a contracdo prévia ndo resultar em
expulsdo fetal (Figura 1.6). A cadela iniciou o parto com uma redugdo na
temperatura retal e no apetite, no entanto, durante o Ultimo exame
ultrassonogréfico (6 a 1 hora) a FCF voltou ao normal e a cadela apresentava-se
dispneica e letérgica. A cesariana foi indicada com base no quadro obstétrico
materno. Talvez um protocolo obstétrico adequado pudesse ter facilitado a
expulsdo fetal sem recorrer a cirurgia, mas independentemente disso, os fetos
nasceram saudaveis ap0s a cesariana. Notavelmente, as oscilagbes da FCF
ocorreram nesta cadela entre 72 e 12 horas antes do parto e s6 retornaram a taxa
de base (200-250 bpm), 6 a 1 hora pré-parto, confirmando que esta alteracédo
fisiol6gica é causada por contracdes uterinas.

As cadelas foram categorizadas em grupos 2 e 3 (as que foram submetidas
a cesariana), em parte, por meio da mensuracao da frequéncia cardiaca em todos
os fetos. Em algumas cadelas do grupo 2 (6/9), a cesariana foi indicada e
realizada no momento em algum feto apresentou sinais de sofrimento, enquanto
gue cadelas do grupo 3 (3/3), todos os fetos apresentaram esses sinais. A
aplicabilidade foi confirmada pelo modelo de Poisson e a diferengca foi

estatisticamente significativa entre FCF nos grupos 2 e 3 (P = 0,0267). A analise



27

estatistica indica que os fetos do grupo 3 deveriam ter nascido dentro de 12 horas
do parto, evidenciado pela estimativa negativa a partir do modelo de Poisson.
Nesse momento (12 horas antes do parto), foi observada idéntica aceleracdo e
desaceleracao da FCF entre os grupos, mas o parto nao ocorreu no grupo 3, e 0s
fetos entraram em sofrimento, definida como uma FCF constante entre 160 e 180
bpm com nenhum pico de aceleracéo ou desaceleracao clara.

Apesar das varias etiologias de distocia no grupo 3 (3/3), os filhotes que
vieram a termo nasceram saudaveis, validando o momento adequado para as
intervengdes cirdrgicas. Neste estudo, o feto foi considerado em sofrimento com a
FCF constante entre 160 e 180 bpm. A definicdo de sofrimento fetal canino e a
associacdo da FCF indicando este evento merece um estudo mais aprofundado.
O principal desafio € evitar a realizacdo de cesarianas prematuras, impedindo a
morte resultante de neonatos imaturos. Portanto, as oscilagbes da frequéncia
cardiaca podem ajudar a prever o momento ideal do parto, assim como sugerir
uma higidez fetal canina. A gestacdo nestas cadelas pdde ser monitorada por
ultrassonografistas e o parto normal previsto com segurancga.

Varias limitacdes devem ser consideradas na interpretacdo dos resultados
do presente estudo. As cadelas gestantes utilizadas neste estudo eram de
proprietarios privados, o que dificultou a coleta de dados em alguns momentos. A
cardiotocografia ndo estava disponivel para analisar as contracdes uterinas
simultaneamente aos exames ultrassonogréficos, portanto, ndo fomos capazes de
detectar especificamente os dips tipo | e Il. No entanto, a utilizacdo de tal
equipamento em mulheres é controverso (Freeman, 2002) e néo foi testado em
cées.

O momento exato de oscilacbes da frequéncia cardiaca nos fetos caninos
nao pbéde ser verificada com total precisdo, apesar de se observar altas FCF
comecando 72 horas em diante e do envolvimento de todos os fetos dentro de 6 a
1 hora pré-parto. Potencialmente, essas oscilagbes podem ser correlacionadas
com a maturidade fetal, j& que fetos de diferentes idades podem estar presentes
na mesma ninhada (Tsutsui, 1989; Reynaud, et al., 2005; Tsutsui et al., 2006). O
estudo também é limitado pelo baixo nUmero de cadelas, especialmente cadelas

com parto normal.
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Os resultados desse estudo poderdo orientar 0s veterinarios e
ultrassonografistas na designacdo de candidatas adequados para cesarianas e
determinar o momento ideal para intervencao cirdrgica em cadelas gestantes.

1.4.1 Conclusdes

A aceleracéo e desaceleracdo da FCF canina e a interpretacdo dessas
oscilacbes podem prever com mais precisdo o0 parto iminente. Os sinais
obstétricos de parto também devem ser avaliados quando ha evidéncia de

aceleracdo e desaceleracao da frequéncia cardiaca em todos os fetos.
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CAPITULO 2

Determinacdao ultrassonografica do sexo fetal em caes

Resumo

A determinacgdo ultrassonografica do sexo do feto ndo fora previamente relatada
em caes. O objetivo desse estudo foi descrever uma metodologia
ultrassonografica para determinar o sexo do feto canino intrauterino. Um estudo
prospectivo e observacional foi conduzido em cadelas gestantes submetidas ao
exame de ultrassom, para a visualizacdo da genitalia fetal entre a oitava e nona
semana de gestacdo. O sexo do feto intrauterino foi declarado apds acordo
consensual de dois ultrassonografistas. Vinte e seis cadelas gestantes foram
incluidas no estudo e um total de 76 fetos foram avaliados. A acuracia da
ultrassonografia e a probabilidade de se determinar o sexo dos fetos foram
calculadas. Esse estudo descreve a técnica e o0 aspecto ultrassonografico da
genitalia externa em fetos caninos intrauterinos e demonstra que a determinacao
do sexo é possivel entre 55 e 58 dias de gestacdo, com 100% de preciséo
guando ha até dois fetos na ninhada, mas a acuracia da analise reduz a medida
gue o tamanho da ninhada aumenta.

Palavras-chave: canino, sexagem fetal, ultrassonografia, gestacao, diagndstico

Abstract

Ultrasonographic determination of foetal sex in dogs has not previously been
reported. The aim of this study was to describe an ultrasound methodology to
determine the sex of the intrauterine foetus canine. A cohort study was conducted
in pregnant bitches to perform ultrasound examination of the foetal genitalia
between the eighth and ninth week of gestation. Foetal sex was determined in-
utero by consensus agreement of two sonographers. Twenty-six pregnant bitches
were included in this study and a total of 76 foetuses were evaluated. The
accuracy of ultrasonography and the probability of determining the sex of foetuses
was calculated. This study describes the sonographic appearance of the external
genitalia in canine foetuses in utero and demonstrates that sex determination is
possible between 55 and 58 days of gestation with 100% accuracy when there are
up to two foetuses in the litter, but the accuracy of the analysis reduces the greater
litter size in the bitch.

Keywords: canine, foetal sex determination, ultrasonography, pregnancy,
diagnosis
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2.1 Introducéao

A ultrassonografia obstétrica € a técnica de imagem mais comum na
reproducado veterinaria, por ser simples, confidvel, ndo-invasiva e de baixo custo
(Nyland & Mattoon, 2015). A ultrassonografia gestacional é usada rotineiramente
no acompanhamento pré-natal em mulheres e em algumas espécies de animais
(Curran, 1992; Meagher & Davison, 1996; Lopate, 2008; Davidson & Baker, 2009;
Lamm & Makloski, 2012). E indicada para a confirmacdo da gestacéo,
identificacdo de defeitos fetais congénitos, avaliagcdo da morfologia e localizacao
da placenta e do fluxo sanguineo, avaliar fluido uterino e edema endometrial ou
inflamacédo, identificar a presenca de alteracdes hiperplasicas endometriais
cisticas, avaliar a viabilidade e o desenvolvimento fetal, e auxiliar na identificacédo
de sofrimento fetal (Kim & Son, 2007; Aissi & Slimani, 2008; Lopate, 2008;
Davidson & Baker, 2009; Lamm & Makloski, 2012).

A gqualidade dos equipamentos de ultrassom para determina¢do do sexo no
feto humano tem evoluido ao longo do tempo. Na década de 1980, o sexo fetal
humano podia ser determinado com precisdo moderada em torno de 25 semanas
de gestacdo (Scholly et al., 1980; Weldner, 1981). Atualmente, o sexo do feto
humano pode ser visualizado pelo exame ultrassonografico na 132 semana de
gestacdo (Meagher & Davison, 1996; Whitlow et al., 1999; Efrat et al., 1999;
Benoit, 1999).

O primeiro relato da utilizacdo de ultrassom na medicina veterinaria
reprodutiva foi para descrever a sua utilizacdo na identificacdo da prenhez em
ovelhas (Lindahl, 1966). Desde entdo, tornou-se possivel a utilizacdo da
ultrassonografia para diagnéstico de gestacao em todas as espécies domésticas e
para identificar o sexo fetal de ovinos, bovinos e equinos (Muller & Wittkowski,
1986; Curran & Ginther, 1991; Curran, 1992; Garcia et al., 1993; Yotov et al.,
2011). Para estas espécies existem razOes economicas para a identificagdo do
sexo fetal pré-parto, mas em caninos essa aplicabilidade ainda néo fora descrita.
Os criadores e proprietarios de cées frequentemente desejam saber o sexo dos
filhotes por razbes emocionais ou comerciais.

A determinagdo ultrassonogréfica do sexo fetal ndo foi previamente

relatada em caes. Nossa hipdtese era que poderiamos definir o sexo fetal canino
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por meio da ultrassonografia. Os objetivos desse estudo foram: 1. Determinar se a
caracterizacdo do sexo pela ultrassonografia € possivel em fetos de céaes; 2.
Descrever o aspecto ultrassonografico da genitdlia de fetos femininos e
masculinos; 3. Definir a acuracia do exame ultrassonografico na identificacao

intrauterina do sexo dos fetos caninos.

2.2 Materiais e métodos

2.2.1 Selecéao das pacientes

Um estudo prospectivo e observacional foi realizado em cadelas gestantes
para a caracterizacdo do sexo fetal por meio do exame ultrassonografico entre a
oitava e nona semana de gestacdo. Estes procedimentos foram conduzidos de
acordo com as diretrizes do Comité de Etica Animal da Universidade Federal do
Parana.

Os critérios de inclusdo para o estudo foram: cadelas com gestacéo
confirmada e idade gestacional entre 55 e 58 dias. A idade fetal foi determinada
usando a histéria da data de acasalamento e/ou inseminacdo relatado pelo
proprietario e um exame inicial de ultrassom que estimou a idade fetal de acordo
com a tabela da organogénese fetal descrita por Yeager et al. (Yeager et al.,
1992) e Lamm & Makloski (Lamm & Makloski, 2012).

2.2.2 Desenvolvimento do experimento

O primeiro exame envolveu uma cadela Pug com trés fetos. Nesta cadela,
o0 exame ultrassonografico foi realizado a cada quatro dias ao longo da gestacéo.
Na 82 semana de gestacado a ultrassonografia foi realizada diariamente e, com o
auxilio de um médico ultrassonografista experiente, os sexos fetais foram
determinados. A genitalia feminina foi identificada em dois fetos, e observada
durante os quatro exames de ultrassom subsequentes. Obtendo-se a confirmacéo
do sexo fetal destes fetos ap0s o nascimento, deu-se continuidade a pesquisa em
outras cadelas gestantes.

ApOs essa analise inicial, o estudo foi dividido em duas fases. Na primeira
fase, a avaliacdo ultrassonogréfica foi realizada em quatro cadelas que gestaram
apenas um feto cada. Esta fase inicial foi utilizada para determinar as

caracteristicas das imagens ultrassonograficas dos fetos machos e fémeas.
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Posteriormente, vinte e uma cadelas foram avaliadas e incluidas no estudo. Os
aspectos ultrassonograficos fetais observados nesta segunda fase foram
comparados com as descricdes anatdmicas de fetos machos e fémeas conforme
descrito por Evans & Lahunta (Evans & Lahunta, 2013).

2.2.3 Equipamento ultrassonografico e técnica

Os exames ultrassonograficos foram realizados com equipamento de
ultrassonografia MyLab 30 [Esaote, Genova, lItalia], com transdutor linear de alta
resolugdo por meio de frequéncia variando entre 7,5 a 12 MHz. O ganho, foco e
outros ajustes foram feitos durante o exame para a obtengdo da melhor imagem
para cada feto.

Todas as cadelas gestantes foram tricotomizadas na regido abdominal
antes do exame e gel de ultrassom foi utilizada para otimizar a formagédo da
imagem. Foram, em seguida, posicionadas em decubito dorsal em uma calha de
espuma em forma de “V” e foram rotacionadas cuidadosamente para a direita ou
para a esquerda, conforme necessario para otimizar a visualizacao.

2.2.4 Determinacao sexual do feto

A avaliagcdo do sexo fetal foi feita por meio da visualizacdo da regiao
perineal fetal utilizando-se o plano longitudinal para pesquisa de caracteristicas
sexuais do macho ou da fémea. O sexo do feto péde ser determinado quando o
feto apresentou-se posicionado em decubito ventral em relacdo ao transdutor,
com os membros pélvicos flexionados e as asas ileo em paralelo.

O mesmo protocolo foi utilizado em todos os exames: a avaliacdo de todo o
abdome foi realizada seguindo um circulo no sentido horario, comecando com os
fetos do corno uterino esquerdo, de cranial para caudal e, em seguida, 0 corno
uterino direito de caudal para cranial. Cada ultrassonografista fez a imagem de
todos os fetos em cada uma das cadelas gestantes. Cada cadela foi examinada
de forma independente pelos dois ultrassonografistas experientes em todos os
exames. A conclusdo sobre a interpretacdo ultrassonografica do sexo foi
alcancada por meio do acordo consensual entre ambos os ultrassonografistas.

Quando o feto estava posicionado conforme o descrito, o sexo foi
determinado como feminino quando se visualizavam duas linhas hiperecéicas que
se unem anteriormente adquirindo formato piriforme e outra linha hiperecéica

central dividindo a regido central hipoecoica ao meio (representando as pregas
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labiais vulvares veja a Figura 2.1). Esses resultados sdo semelhantes aos
descritos nos fetos humanos (Scholly et al., 1980; Bimholz, 1983; Ali, 1992,
Meagher & Davison, 1996; Whitlow et al., 1999; Efrat et al., 1999; Odeh et al.,
2009). A visualizacdo de uma linha hiperecoica central (Figura 2.2) resultou no
registro de um feto masculino. A determinacdo do sexo foi considerada
inconclusiva se a janela ultrassonografica correta para visualizar a regido perineal
nao pode ser alcancada ou quando havia muitos fetos.

A técnica padréo ouro utilizada para confirmar o sexo fetal foi a observacéao
direta durante o parto, natural ou cesariana. Esta informagao foi relatada por
veterinarios e/ou proprietarios.

2.2.5 Analise estatistica

A tabulacdo e andlise dos dados foram realizados usando o Microsoft
Office Excel (Microsoft® Office 2007 para Windows, Redmond, WA, EUA) e R for
Windows (versdo 3.0.1, R Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria,
2013). A analise estatistica descritiva do namero de fetos fémeas, machos e
inconclusivos observados pela ultrassonografia foi realizada, considerando as
frequéncias absolutas (total de fetos em todas as cadelas) e individual (para cada
cadela). ApOs esta andlise, a acuracia da ultrassonografia e o intervalo de
confianca foram estudados para as seguintes variaveis: fetos do sexo fémea e do
macho; nimero de fetos por cadela gestante. Esta analise foi realizada utilizando
pROC, um pacote do R especificamente dedicado a analise ROC, a fungdo AUC
(para a acuracia) e CISP e CISE (para o intervalo de confianca). Os grupos foram

estabelecidos de acordo com os achados clinicos.

2.3 Resultados

Vinte e seis cadelas gestantes foram incluidas no estudo. Cadelas de
diversas racas foram representadas e as idades variaram de 1 a 8 anos. O
tamanho da ninhada em cada gestacdo variou de 1 a 7 (Tabela 2.1). Setenta e
seis fetos foram avaliados, e em dezesseis o plano ultrassonografico descrito ndo
pdde ser alcancado e as determinacfes de sexo restaram inconclusivos, como

ilustrado na Figura 2.1.
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Tabela 2.1: Descricdo das racas, idade das gestantes e tamanhos de ninhada das cadelas

utilizadas neste estudo.

Identificagéo Raca ldade NL’J'mero de
(anos) filhotes
Primeiro Exame
1 Pug 1 3
Fase 1
2 Pug 3 1
3 Golden Retriever 5 1
4 Shih-tzu 1 1
5 Pug 3 1
Fase 2
6 Cocker Spainel Americano 2 6
7 Pug 1 2
8 Husky Siberiano 8 1
9 Pug 4 7
10 Chihuahua 2 3
11 Schnauzer Miniatura 5 2
12 Maltés 1 3
13 Yorkshire Terrier 7 4
14 American Staffordshire Terrier 3 3
15 Pequinés 2 5
16 Yorkshire Terrier 3 1
17 Cocker Spainel Inglés 3 1
18 Cocker Spainel Inglés 4 6
19 Schnauzer Miniatura 5 7
20 Schnauzer Miniatura 4 3
21 Yorkshire Terrier 4 2
22 Lulu da Pomerania 4 4
23 Shih-tzu 5 1
24 Schnauzer Miniatura 6 4
25 Spitz Aleméao 2 2
26 Spitz Alemao 2 2
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Figura 2.1: llustragéo gréfica das frequéncias absolutas dos fetos de acordo com o sexo conforme
visualizado por ultrassom.

A Figura 2.1 mostra as frequéncias absolutas do nimero de fetos por
cadela gestante avaliada por ultrassom. Dos vinte e seis cadelas, sete (26,92%)
nao apresentaram fetos do sexo feminino e seis cadelas (23,08%) nédo tinham
fetos do sexo masculino. Em dezessete das vinte e seis cadelas (65,38%), 0 sexo
foi determinado em todos os fetos.

A imagem caracteristica da genitalia da fémea foi duas linhas hiperecoicas
gue se unem cranialmente apresentando uma forma piriforme, e uma linha
hiperecoica central dividindo ao meio a regido hipoecéica delimitada pelas duas
primeiras; a imagem caracteristica da genitalia do macho foi a presenca de uma
linha hiperecodica localizada caudalmente na regido inguinal, ilustrado nas Figuras

2.2 e 2.3 como descrito anteriormente na metodologia.



39

Figura 2.2: Imagem ultrassonogréfica de feto canino no plano longitudinal, desenho esquemético
do posicionamento fetal intrauterino e fotografia do filhote fémea, com o foco na andlise da area
perineal. (A) Presenca de linhas hiperecoicas com forma piriforme e uma linha central, que
representa os grandes labios (seta); (B) Desenho esquematico da posicdo dos membros fetais,
que permite uma janela ecografica para analise; (C) Fotografia das pregas labiais vulvares do
filhote fémea logo apds o nascimento.

Figura 2.3: Imagem ultrassonografica de feto canino no plano longitudinal, desenho esquematico
do posicionamento fetal intrauterino e fotografia do filhote macho, com foco na andlise da area
perineal. (A) Presenca apenas uma linha medial (seta); (B) Desenho esquemético da posi¢do dos
membros fetais que permite que a janela ecografica para analise; (C) Fotografia da linha medial no
filhote macho logo apés o nascimento.

A Tabela 2.2 mostra a acuracia do exame ultrassonografico na
determinacdo do sexo do feto, de acordo com o tamanho da ninhada. A Tabela
2.2 demonstra que, conforme o tamanho da ninhada aumenta, ha uma diminui¢ao
na confiabilidade do ultrassom na determinagéo do sexo. A Tabela 2.3 mostra a

acuracia da ultrassonografia para sexagem fetal.



40

Tabela 2.2: Valores para a acuracia da ultrassonografia de acordo com o tamanho da ninhada.

Nimero NUmero NuUmero Total de Acuréacia do exame

Tamanho da Numero de fetos

Ninhada de Ade de Inconclusivos Filhqtes ultrassonogréafico
Cadelas Fémeas Machos Nascidos (%)
1 feto 8 3 5 - 8 100
2 fetos 5 5 5 - 10 100
3 fetos 5 8 6 1 15 93,3
Mais de 3 fetos 8 12 16 15 43 65,1

Tabela 2.3: Valores para a acuracia da ultrassonografia na determinagdo do sexo com um
intervalo de confianga de 95% em vinte e seis cadelas gestantes.

Intervalo de Confianca de 95%

Acuréacia o ) . .
Fetos (%) Limite Inferior Limite Superior
(%) (%)
Macho 65 36,23 93,77
Fémea 64,94 32,54 97,33

A Figura 2.4 demonstra o numero de fetos (machos, fémeas e
inconclusivos) identificados por exames ultrassonograficos em cada cadela
gestante. Na Figura 4, podemos observar que as cadelas F2, F3, F4, F5, F7, F8,
F11, F16, F17, F21, F23, F25 e F26 tinham um ou dois fetos e em todos 0s casos
o sexo fetal foi determinado corretamente. As cadelas F10, F12, F14 e F20 cada
uma tinha trés fetos e o sexo de todos os fetos foram identificados por
ultrassonografia. O restante das cadelas (F1, F6, F9, F13, F15, F18, F19 e F24)
tiveram trés ou mais fetos e o sexo fetal foi mais dificil de ser determinado e, em

um ou mais fetos o sexo nao pode ser determinado.
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Figura 2.4: llustracéo grafica mostrando a quantidade de fetos e classificados como do sexo
feminino (F), masculino (M) e inconclusivos (l) identificados por ultrassonografia e avaliados
individualmente nas vinte e seis cadelas gestantes.

2.4 Discussao

Os estudos em reproducao e obstetricia tém aumentado significativamente
desde a introducdo da ultrassonografia como metodo diagnostico. Em paralelo a
isso, tem ocorrido uma constante melhora na qualidade da imagem
ultrassonografica que permite, ndo s6 a andlise da viabilidade fetal, mas também
a avaliacao detalhada da morfologia dos conceptos (Ali, 2004; Kim & Son, 2007,
Aissi & Slimani, 2008; Davidson & Baker, 2009;). Na medicina, a determinacéo do
sexo do concepto pode ser de importancia crucial - permitindo a identificacdo de

doencas intrauterinas relacionadas ao sexo (Scholly et al., 1980; Bimholz, 1983;
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Elejalde et al., 1985; Ali, 1992; Meagher & Davison, 1996; Whitlow et al., 1999;
Efrat et al., 1999; Odeh et al., 2009;).

Em medicina veterinaria, foi demonstrado que a determinacéo
ultrassonogréfica do sexo intrauterino € possivel em vacas, bufalos, éguas,
ovelhas e gata (Burstel et al., 2002; Mar et al., 2002; Holder, 2003; Tainturier et
al., 2004; Zambelli & Prati, 2006; Yotov et al., 2011), e isso tem relevancia
econdmica principalmente nos animais de producéo. As informacdes sobre o sexo
do feto também podem ter significativa importancia econdmica para criadores de
cées, ja que para alguns filhotes o valor econémico depende do sexo. Além disso,
a determinacéo do sexo dos filhotes esta relacionada ao envolvimento emocional
dos proprietérios.

O estudo iniciou com a avaliagdo de uma Unica cadela com trés fetos na
qual era possivel estabelecer com certeza as caracteristicas ultrassonograficas da
genitélia feminina. Entdo, a primeira fase foi a determinacédo das caracteristicas
ultrassonogréaficas entre os 6rgaos genitais de fetos machos e fémeas. Usamos
esse modelo para avaliar a acuracia da técnica ultrassonogréfica.

A diferenciacdo sexual dos conceptos caninos comeca a partir do 30° dia
de gestacdo e continua até cerca do 50° dia (Pretzer, 2008; Evans & Lahunta,
2013). Os exames da primeira cadela gestante foram realizados a cada quatro
dias e mostraram que entre 55 e 58 dias de gestacao os fetos estavam maiores e
a organogénese fetal completa, fazendo desta, a idade ideal para a identificacao
dos 6rgdos genitais, como ilustrado nas figuras de Evans e Lahunta (Evans &
Lahunta, 2013).

A determinacdo ultrassonogréfica do sexo fetal de fémea canina foi
confirmada pela presenca de duas linhas hiperecéicas que se unem
anteriormente, com uma forma piriforme e uma linha hiperecéica central (pregas
labiais, ver Figura 2.2), como as do feto humano do sexo feminino na qual duas
ou quatro linhas paralelas que representam os labios maiores e menores podem
ser identificadas (Elejalde et al., 1985; Whitlow et al., 1999). Nesse estudo,
obtivemos 100% de acuracia na identificacdo dessas caracteristicas em treze
cadelas com até dois fetos (Tabela 2.3).

A caracteristica ultrassonografica da genitalia do feto macho canino difere

da descrita em seres humanos. O aspecto observado em fetos machos de caes
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foi uma linha hiperecdica medial visualizada em regido inguinal caudal (Figura
2.3). Os testiculos ndo séo visualizados nos fetos caninos masculinos pois estes
migram para o escroto depois do nascimento (Baumans et al., 1981; Pretzer,
2008). Embora o pénis se desenvolva na fase fetal, ele ndo é facilmente
visualizado na ultrassonografia gestacional em cées. Esta caracteristica também
difere da encontrada em fetos humanos, uma vez que o pénis fetal humano pode
ser visto facilmente e os testiculos migram para o escroto apos a 252 semana de
gestacao (Achiron et al., 1998).

Quando o feto ndo estava devidamente posicionado, 0 sexo n&do pode ser
identificado e foi registado como inconclusivo. A incapacidade de se determinar o
sexo de alguns fetos (Figura 2.4) mostra a correlacdo positiva com o tamanho da
ninhada (Tabela 2.2).

O posicionamento perfeito do feto durante o exame (a imagem do plano
longitudinal da regido perineal) é essencial para a identificacdo precisa do sexo. O
feto deve estar em decubito ventral em relacdo ao transdutor e com 0os membros
flexionados paralelos a coluna vertebral e as asas do ilio para atingir o ponto de
visualizacdo ultrassonogréfico desejado. Ao contrario do homem no qual
diferentes planos sdo necessarios (Scholly et al., 1980; Whitlow et al., 1999), em
cdes a aquisicdo da imagem no plano transverso € mais dificil e as imagens
obtidas néo séo Uteis para a visualizagédo da genitélia.

Esse método de posicionamento fetal e a utilizacdo do plano longitudinal
nao foram previamente descritos na medicina veterinaria e diferem de exames
ultrassonograficos descritos para a determinacdo do sexo em fetos de gato
(Zambelli & Prati, 2006). As caracteristicas anatdmicas de cada espécie, o
desenvolvimento e fisiologia do sistema reprodutor tornam impossivel de se fazer
comparacdes metodoldgicas diretas de ultrassom na determinacdo do sexo para
as diferentes espécies. Os imaginologistas veterinarios devem ser conhecedores
dessas particularidades para a identificacdo sexual em cées e gatos.

A Tabela 2.2 mostra que a determinacao ultrassonografica do sexo fetal
canino é possivel, e que uma precisdo de 100% pode ser alcancada quando
existem até dois fetos na ninhada. No entanto, a precisdo da técnica reduz-se
(65,1%), quando mais do que trés fetos estdo presentes. Em ninhadas maiores ha

menos espaco entre os fetos e a movimentagcdo encontra-se mais limitada. Além
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disso, pode ser dificil de visualizar a genitdlia se o feto movimenta-se
demasiadamente durante o exame, como pode ocorrer quando a ninhada é
pequena ou em cadelas obesas. No homem, a identificacdo do sexo fetal pode
ndo ser possivel se o posicionamento do feto torna dificil a realizagdo dos planos
necessarios para o exame de ultrassom, se a mée for obesa ou se houver
excesso de gases intestinais maternos, e movimentacdo fetal exacerbada
(Whitlow et al., 1999).

As diferengas entre os observadores na deteccdo da genitalia fetal nédo
foram avaliadas, o que pode ser uma limitagéo do presente estudo.

A partir desse estudo foi possivel determinar a aparéncia ultrassonografica
intrauterina da genitalia externa em fetos caninos. N6s demonstramos que 0 sexo
fetal pode ser determinado com elevada acuréacia entre 55 e 58 dias de gestacéo,
quando ha um ou dois fetos na ninhada, mas a precisdo da analise reduz quanto
maior o tamanho da ninhada na cadela.

Acreditamos que a identificacdo ecografica do sexo é possivel desde que o
exame seja realizado rigorosamente de acordo com o protocolo descrito aqui.

2.4.1 Concluséo

A identificacdo ultrassonografica do sexo fetal canino é possivel e a
acuracia da técnica esta relacionada ao tamanho da ninhada e a habilidade de se
realizar o protocolo ultrassonografico apropriado de exame. Essa técnica pode ser

incorporada na rotina clinica obstétrica veterinaria.
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CAPITULO 3
Desenvolvimento do intestino fetal intrauterino - avaliacdo ultrassonogréfica

e correlacdo com aidade gestacional e a maturidade fetal em caes

Resumo

As imagens de aparelhos ultrassonograficos modernos e de alta resolucéo
proporcionam a avaliacdo antecipada das medidas do desenvolvimento fetal,
incluindo a identificacdo das algas. Os objetivos desse estudo foram descrever o
desenvolvimento ultrassonografico das alcas intestinais de fetos caninos e sua
correlacdo com a idade gestacional; definir se a visualizacao ultrassonogréafica do
peristaltismo intestinal fetal estd associada a maturacéo fetal e determinar se ha
diferenca no tempo de deteccdo do peristaltismo intestinal fetal entre os fetos
nascidos por cesariana e de parto normal. Um estudo prospectivo e observacional
foi realizado em cadelas gestantes que se apresentaram em um hospital
veterinario para avaliacdo do desenvolvimento intestinal fetal. A analise estatistica
foi usada para estabelecer a correlacdo entre o estagio de desenvolvimento do
intestino fetal, registrado por ultrassom, com os resultados de parto normais e
cesarianas. O estudo foi dividido em trés etapas: a primeira etapa se referiu a
analise descritiva do desenvolvimento do intestino fetal pela ultrassonografia; a
segunda etapa comparou o tempo (em dias) do desenvolvimento do intestino
entre 0s grupos (parto normal versus cesariana); a terceira etapa correlacionou a
probabilidade de sobrevida se os fetos nascessem em qualquer dia apos a
deteccdo do peristaltismo intestinal com a maturidade fetal. Todas as andlises
estatisticas foram significativas. A avaliacdo da evolu¢cdo de uma gestacdo é
possivel por meio da monitorizacdo ultrassonografica do desenvolvimento do
intestino e esta pode identificar com seguranca o fim da organogénese fetal. No
entanto, a deteccdo ultrassonogréfica dos segmentos intestinais com a
visualizacdo das camadas da parede associado ao peristaltismo ndo deve ser
utilizado como o Unico parametro para o planejamento de uma cesariana, pois
nao € possivel determinar ultrassonograficamente se o intestino estd ou nao

funcional (maduro).

Palavras-chave: cdo, gestacédo, ultrassonografia intestinal fetal, maturacéo
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Abstract

Modern high-resolution ultrasound images make earlier assessment of measures
of foetal development, including identification of bowel. The aim of this study was
to describe the ultrasonographic development of foetal bowel and correlate this
with gestational age; define whether ultrasonographic visualization of foetal
intestinal peristalsis in utero is associated with foetal maturation and determine
whether there is a difference in foetal intestinal peristalsis detection time between
foetuses born by normal delivery and caesarean. A cohort study was conducted in
pregnant bitches presented to a veterinary hospital, to assess foetal bowel
development. Statistical analysis was used to establish the correlation of the stage
of foetal bowel development, as recorded by ultrasound, with outcomes of normal
delivery and caesarean section. The study was broken down into three stages:
first stage referred to descriptive analysis of foetal bowel development by
ultrasound; second stage was to compare time (in days) of bowel development
between groups (normal delivery versus caesarean); third stage was to correlate
survival probability for foetuses born on any day after detection of intestinal
peristalsis with foetal maturity. All statistical analyses were significant. Evaluation
of the development of a pregnancy is possible using ultrasonographic monitoring
of bowel development and this can reliably identify the end of foetal
organogenesis. However, ultrasonographic detection of bowel segments with
visualization of wall layers and associated peristalsis should not be used as the
sole indicator for caesarean section planning because it is not possible to

determine ultrasonographically whether the bowel is or not functional (mature).

Keywords: dog, pregnancy, foetal bowel ultrasonography, maturation
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3.1 Introducéao

A ultrassonografia € o método de eleicdo para o diagndstico precoce da
gestacao, a avaliacao da viabilidade fetal e para a estimativa da idade gestacional
(Nyland & Mattoon, 2015). A determinacéo precoce e precisa da idade gestacional
€ util para prever o momento ideal do parto, bem como a gestéo, incluindo o
planejamento de uma cesariana (Kutzler et al., 2003). Em algumas racas de caes
em que a cesariana € considerada necessaria, a avaliacdo da maturidade fetal e a
idade apropriada em que a cesariana seja indicada reduzem a taxa de
mortalidade neonatal (Luvoni & Beccaglia, 2006).

Na medicina, hd uma variedade de métodos ultrassonograficos que
estimam a idade fetal em cadelas gestantes e estes incluem o calculo de
comprimento cabega-naddega no inicio da gravidez ou o didmetro biparietal e
avaliacdo da organogénese fetal por exames seriados (England & Allen, 1990;
Yeager et al., 1992; Kutzler et al., 2003; Luvoni & Beccaglia, 2006; Beccaglia &
Luvoni, 2006; Lamm & Makloski, 2012). A avaliacdo da organogénese fetal € um
método interessante para a determinacdo da idade fetal em cdes sendo que, a
alca intestinal é o ultimo 6rgéo a ser identificado pela ultrassonografia (Yeager et
al., 1992; Lamm & Makloski, 2012).

Segundo alguns autores a visualizagdo do intestino e identificagdo do
peristaltismo por ultrassom determina o fim da organogénese fetal, o que
indiretamente indica que o feto esta a termo. Esta identificacdo acontece em torno
de 57 a 63 dias de gestacao (Yeager et al., 1992; Kim & Son, 2007; Levstein-
Volanski, 2008). Vérios autores (Lamm & Makloski, 2012; Kim & Son, 2007;
Levstein-Volanki, 2008; Lopate, 2008) descrevem o intervalo da idade gestacional
para deteccao do peristaltismo por ultrassonografia a partir 57 dias apds o pico do
hormdnio luteinizante.

No entanto, as imagens modernas e de alta resolucdo do ultrassom
proporcionam a avaliagdo das medidas de desenvolvimento fetal precoce,
incluindo a identificacdo do intestino. Nao ha estudos anteriores que descrevem a
avaliacdo ultrassonografico do desenvolvimento intestinal em fetos caninos.
Nossa hipétese é que a visualizacdo ultrassonografica do intestino fetal é possivel

em idades fetais anteriores as descritas anteriormente. O proposito deste estudo
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foi. 1. Descrever o desenvolvimento ultrassonografico do intestino fetal e
correlacionar com a idade gestacional; 2. Para definir se a visualizacao
ultrassonografica do peristaltismo intestinal fetal esta associada a maturacao fetal,
3. Para determinar se ha diferenca no tempo de detec¢cdo do peristaltismo
intestinal fetal (dias antes do parto), entre os fetos nascidos por cesariana e parto

normal.

3.2 Materiais e métodos

3.2.1 Selegao dos pacientes

Um estudo prospectivo e observacional foi realizado em cadelas gestantes
para avaliar o desenvolvimento do intestino fetal. A amostra consistiu de cadelas
com gestacdo confirmada apresentada a um hospital veterinario, entre maio de
2013 e abril 2014. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as
diretrizes do Comité de Etica Animal. Todos os proprietarios forneceram o
consentimento informado por escrito para ser incluido no estudo. Os critérios de
exclusdo foram cadelas com gestacdo positiva indisponivel para exames
seriados, gestacdo avancada (mais de 30 dias de gestacdo) no momento da
primeira apresentacdo, data do parto ndo relatado pelos proprietarios e cadelas
que apresentavam uma doenga concomitante.

3.2.2 Equipamento ultrassonogréfico e técnica

A ultrassonografia foi realizada com um transdutor linear multifrequéncial
de alta resolucdo (7,5 a 12 MHz) e aparelho do modelo MyLab 30 [Esaote,
Genova, Italia]. O ganho, foco e outros ajustes foram feitos durante o exame para
obter a melhor imagem para cada feto que foi avaliado. Todas as cadelas
gestantes foram preparadas com tricotomia antes do exame, posicionadas em
decubito dorsal e gel de ultrassom foi utilizado para otimizar a aquisicdo da
imagem.

As cadelas gestantes foram acompanhadas por meio de exames
ultrassonograficos a partir do 14° dia ap6s o primeiro acasalamento e/ ou
inseminacdo. Os exames ultrassonogréaficos foram realizados a cada quatro dias

até a visualizacdo do peristaltismo intenso (movimento a cada trés segundos) do
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intestino fetal. A partir deste exame em diante a avaliacdo foi diaria até o
momento parto.

A idade gestacional foi confirmada apdés a paricdo em dias para o parto, por
meio de contagem retroativa considerando a data do parto como o dia zero; a
duragdo da gestagdo normal foi considerada ser de 57 a 63 dias, devido aos
periodos de pro-estro e estro variaveis em cées (Concannon et al., 1983). Durante
0os exames ultrassonograficos a idade gestacional foi estimada em dias de
gestacao, utilizando as descricOes de Yeager et al. (1992).

Cada ultrassonografista digitalizado todos os fetos em cada cadela
gestante. Cada cadela foi examinada ultrassonograficamente de forma
independente por dois ultrassonografista experientes (um deles é membro do
Colégio Brasileiro de Radiologia Veterinaria) em cada exame. No entanto, os dois
ultrassonografistas estavam na sala durante os exames. A interpretacdo
ultrassonogréafica foi realizada por meio de acordo consensual entre os dois
ultrassonografistas. O método de exame seguiu com um protocolo para examinar
todo o abdome da fémea, fazendo um circulo no sentido horario, comecando com
fetos no corno uterino esquerdo (cranial para caudal) seguido pelo corno direito
(caudal para cranial). Em cadelas com grande numero de fetos, pelo menos
quatro fetos foram avaliados em todos os exames e em cadelas com quatro ou
menos fetos todos os abdomes fetais foram examinados.

Os abdomens fetais intrauterinos foram avaliados nos planos longitudinal e
dorsal de cada feto. Toda a organogénese fetal foi monitorada, no entanto, a
prioridade consistia na analise do intestino.

Apbs a coleta de dados, as fémeas gestantes foram classificadas de
acordo com o tipo de parto (normal ou cesariana) e divididas em dois grupos. A
decisdo de realizar uma cesariana foi baseada em indicacdes ultrassonograficas
de sofrimento fetal (Zone & Wanke, 2001). Os fetos foram considerados em
estado de sofrimento se a frequéncia cardiaca fetal manteve-se baixa (entre 160 e
180 batimentos por minuto), e sem picos de aceleracdo e desaceleracao,
conforme descrito por Gil et al. (2014). A frequéncia cardiaca fetal foi medida
utilizando-se 0 modo-M durante cinco minutos por feto em todas as cadelas
gestantes em até no maximo de quatro fetos.

3.2.3 Projeto experimental
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A andlise estatistica foi usada para estabelecer a correlagdo entre o estagio
de desenvolvimento do intestino fetal, registrado por ultrassom, com resultados de
parto normais e cesarianos. O estudo foi dividido em trés etapas.

A primeira etapa refere-se a andlise descritiva do desenvolvimento do
intestino fetal por ultrassom. Na segunda e terceira etapas, uma classificacédo de
um a quatro foi usada para as varias fases de desenvolvimento do intestino fetal.
A fase 1 foi descrita como 0 primeiro momento em que o intestino pdde ser
visualizado e a fase 4 o ultimo, quando o peristaltismo intestinal foi identificado
(movimento a cada trés segundos). Uma vez que a fase 4 foi identificada, esta foi
utilizada para a andlise estatistica da segunda e terceira etapas do experimento.
Para cada fase (1 a 4) de desenvolvimento intestinal, as respectivas faixas etarias
fetais foram calculadas.

O objetivo da segunda etapa foi o de comparar o tempo (em dias) do
desenvolvimento do intestino entre os grupos (por parto normal versus cesariana).
Para isso, testes estatisticos foram utilizados: 1. O teste t de Student comparou
todas as fases (1/1, 2/2, 3/3 e 4/4) entre os dois grupos; 2. O semi-paramétrico
modelo Cox de regressédo (Cox, 1972) foi utilizado para avaliar especificamente a
Fase 4 de desenvolvimento do intestino, testando se havia diferenca no tempo
(dias) de visualizacao ultrassonografica do intestino entre os dois grupos. No
modelo de Cox, o grupo de cadelas com parto normal foram usadas como
controle.

O objetivo da terceira etapa do estudo foi correlacionar a probabilidade de
sobrevivéncia dos fetos nascidos em qualquer dia na Fase 4, na qual neste
periodo assumia-se que os fetos estavam maduros, e para isso, a curva de
sobrevivéncia foi gerada. A curva de sobrevida foi construida utilizando o método
Kaplan-Meier (Kaplan & Meier, 1958) e a comparacédo estatistica entre 0os grupos
foi realizada pelo teste de Log-Rank que, em seguida, identificou-se que havia
diferenca entre as probabilidades de sobrevivéncia dos filhotes nascidos por parto
normal e cesariana. Em todas as andlises, um P valor de a = 0,05 foi considerado
significativo e o significado foi analisado em relacéo ao valor definido.

Todos os testes estatisticos foram selecionados e realizados por um autor
(E. G.) e um profissional de estatistica (E. C.). Tabulacdo e analise dos dados

foram realizados usando o Microsoft Office Excel (Microsoft ® Office 2007 para
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Windows, Redmond, WA, EUA) e R for Windows (versdao 3.1.1 Ri386, R
Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria, 2014) por meio de pacotes

LL 11

“Survival”, “KMsurv” e “Coin”.

3.3 Resultados

Dezoito cadelas gestantes foram incluidas no estudo. Varias racas foram
representadas e as idades variaram de 1 a 6 anos. Setenta e cinco fetos foram
avaliados e todos nasceram saudaveis, incluindo os que nasceram por cesariana.

O tamanho da ninhada de cada cadela foi entre 2 e 9 filhotes (Tabela 3.1).

Tabela 3.1: Descricdo das racgas, idade e tamanho da ninhada de cadelas classificadas de acordo
com o tipo de parto em maio/ 2013 a abril/ 2014.

Tamanho
Raca da
Ninhada

Crista Chinesa 2

Tipo de Idade
Parto (anos)

Bulldog Francés
Schnauzer Miniatura
Husky Siberiano
Normal Pug
Pequinés
Maltés
Chihuahua
Schnauzer Miniatura

2
5
5
1
2
2
1
2
6
2 Crista Chinesa
5
3
2
2
1
2
6
3

Yorkshire Terrier
Staffordshire
Bulldog Inglés
Cesariana Bulldog Inglés
Bulldog Inglés
Pug
Schnauzer Miniatura

A A W O WO W M WA W WO NN W

Schnauzer Miniatura

Apbés a monitorizacdo ultrassonografica da organogénese fetal e a
avaliacdo do desenvolvimento do intestino fetal intrauterino em todas as fémeas,

foram definidas quatro fases diferentes de desenvolvimento. Todos os fetos
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avaliados exibiram os mesmos padrfes ultrassonogréficos de desenvolvimento do

intestino. As quatro fases foram:

Fase 1: Uma é&rea uniforme ecogénica caudal ao figado fetal na regido
topografica do intestino (Figura 3.1A);

Fase 2: Na mesma regidao anterior, algumas porcdes de segmentos
intestinais foram melhor definidos permitindo a visualizacdo da parede do
intestino ou seja, misturados com areas anecoicas, parede intestinal
normal e multifocal. Peristaltismo ausente (Figura 3.1B);

Fase 3: Os segmentos intestinais tinham paredes intestinais claramente
definidas e as areas anecéicas sdo menores quando comparados a fase 2;
segmentos definidos tinham conteldo intraluminal mucoso, com melhor
definicdo da superficie mucosa versus parede intestinal. Peristaltismo
intestinal em algumas porc¢des (Figura 3.1C);

Fase 4: Identificacdo da parede intestinal completa, distin¢céo visual entre a
superficie da mucosa e da parede intestinal, determinacdo
ultrassonogréafica das camadas da parede, superficie mucosa - hiperecoica;
mucosa, submucosa, muscular - hipoecodica;, serosa - hiperecodica.
Dilatagdo segmentar do intestino por conteddo mucoso e fluido
intraluminal. Peristaltismo em todos os segmentos do intestino (movimento

a cada 3 segundos - Figura 3.1D).
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Figura 3.1: Imagens ultrassonograficas mostrando (A) Fase 1. presenca de &reas ecogénicas e
uniformes na regido caudal ao figado fetal. (B) Fase 2: inicio da diferenciacdo das camadas da
parede do intestino fetal, com areas anecodicas entremeadas. Auséncia de peristaltismo intestinal.
(C) Fase 3: identificacdo de segmento de parede intestinal misturados com menos areas
anecdicas, quando comparado com a fase 2. Os segmentos definidos mostraram conteldo
intraluminal mucoso e ha uma melhor definicdo da superficie da mucosa versus a parede do
intestino. Peristaltismo identificado em alguns segmentos do intestino. (D) Fase 4: parede
intestinal bem definida, mucosa versus a parede intestinal claramente definida, definicdo
ultrassonografica das camadas da parede do intestino em superficie da mucosa - hiperecdica;
mucosa, submucosa, muscular - hipoecodico; serosa - hiperecodica; dilatagcdo segmentar do
intestino por muco intraluminal. Peristaltismo em todos 0os segmentos do intestino.

A Tabela 3.2 mostra as idades gestacionais (dias para o parto e dias de
gestacdo estimados), média, desvio padrdo e mediana das quatro fases de
desenvolvimento do intestino fetal intrauterino por ultrassom de acordo com o tipo

de parto.
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Tabela 3.2: Dados descritivos e valores de mediana, média e desvio-padrdo das quatro fases de
visualizacéo ultrassonogréfica do desenvolvimento intestinal fetal intrauterino correlacionado com
a idade fetal determinado retroativamente considerando o dia do parto como zero, categorizados
de acordo com o tipo de parto (parto normal ou cesariana), de maio/ 2013 a abril/ 2014.

Fases (US) de

desenvollvime.nto.das Dias para o Parto Mediana Média Desvi~o— Idade gestacional esitimada
alcas intestinais padrao (dias de gestacéo)
fetais
Parto Normal
Fase 1 19a23 21 20,86 1,35 40 a 44
Fase 2 15a19 16 16,67 1,22 44 a 48
Fase 3 9a1il3 10 10,67 1,41 50 a 54
Fase 4 la4 2 2,22 1,09 59 a 62
Cesareana

Fase 1 20a24 22 21,44 1,51 39a43
Fase 2 14a19 16 16,56 1,81 44 a 49
Fase 3 8alb 115 11,75 2,25 48 a 55
Fase 4 2a6 4 4,11 1,36 57 a6l

Abreviac¢fes: US, ultrassonograficas; Fase 1: visualizacdo de uma area uniforme e ecogénica
caudal ao figado, em regido topogréfica do intestino; Fase 2: inicio da visualizacéo de definicao
parede intestinal sem peristaltismo; Fase 3: visualizacdo peristaltismo em alguns segmentos do
intestino; Fase 4: visualizacdo peristaltismo em todos os segmentos (movimento a cada 3
segundos).

A Tabela 3.3 apresenta os resultados do teste t de Student nos periodos
(em dias) de identificacdo ultrassonografica das quatro fases de desenvolvimento
do intestino fetal em comparacdo com o tipo de parto (normal ou cesariana),
mostrando uma diferenca significativa (a = 0,05) entre os grupos apenas na fase 4

do desenvolvimento do intestino.

Tabela 3.3: Valores obtidos no teste t de Student em que o tempo (em dias) de visualizagdo do
desenvolvimento intestinal é analisado nas quatro fases de desenvolvimento, comparando as
cadelas que tiveram parto hormal versus cesariana.
Fases (US) de
desenvolvimento

Intervalo de Confianca de 95%

das alcas R o  G.L. p-valor
intestinais fetais Limite inferior Limite superior
Fase 1 -2,1248 0,9502 14 0,4257
Fase 2 -1,451 1,6732 14 0,881
Fase 3 -3,1085 0,9419 12 0,2653
Fase 4 -3,1289 -0,6489 15  0,0054**

Abreviacfes: US, ultrassonograficas; Fase 1: visualizacdo de uma area uniforme e ecogénica
caudal ao figado, em regido topogréfica do intestino; Fase 2: inicio da visualizacdo de definicdo
parede intestinal sem peristaltismo; Fase 3: visualizacdo peristaltismo em alguns segmentos do
intestino; Fase 4: visualizacdo peristaltismo em todos os segmentos (movimento a cada 3
segundos). ** Significativo ao nivel de 5%.
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No modelo COX semiparamétrico, o valor do coeficiente do grupo de
referéncia (cadelas parto normal) foi -1,316, resultando em exp (-1,316) = 0,268.
Isto confirma que o tempo de visualizacéo ultrassonografica do intestino na fase 4
(em que ha peristaltismo) é diferente nos fetos nascidos por cesariana dos
proferidos naturalmente, em outras palavras, a duragdo da fase 4 foi maior nos
fetos nascidos por cesariana.

A probabilidade de sobrevivéncia do feto se tivesse nascido em qualquer
dia durante a fase 4 foi diferente quando se comparam os filhotes nascidos de
parto normal com aqueles por cesariana, resultando em uma curva de Kaplan-
Meier com em forma de escada (Figura 3.2). Esta diferenca de probabilidade de
sobrevivéncia na fase 4 foi testado pelo teste Log-Rank indicando que a duracéo

da fase 4 foi estatisticamente diferente entre os grupos.
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Figura 3.2. llustragcdo da curva de Kaplan-Maier mostrando a probabilidade de sobrevivéncia fetal
se tivesse nascido em qualquer dia durante a fase 4.
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3.4 Discussao

Tendo em vista o desenvolvimento técnico continuo dos equipamentos de
imagem, como o ultrassom, torna-se essencial reestudar os dados anteriormente
publicados na literatura veterinéria. Esse estudo de descri¢do ultrassonogréfica do
desenvolvimento de intestino fetal foi realizado porgque € esse 0rgdo cujo
desenvolvimento € relatado como finalizador da organogénese fetal, indicando
uma idade gestacional de 57 dias de gestacao (Yeager et al., 1992; Kim & Son,
2007; Levstein-Volanski, 2008).

A determinacédo precisa da idade fetal € importante para reduzir o risco de
parto prematuro e consequentes mortes fetais por decisdes informadas no
momento da cesariana, se indicada. A precisdo na idade fetal é particularmente
importante em racgas braquicefalicas, em que a intervencao cirdrgica é necessaria
para o parto (Johnston et al.,, 2001; Jackson, 2004; Linde-Forsberg, 2005;
Bergstrom et al., 2006; Evans & Adams 2010; Wydooghe et al., 2013).

Nesse estudo, a primeira identificacdo ultrassonogréfica do intestino fetal
ocorreu em cerca de 39 a 44 dias de gestacdo (Tabela 3.2), neste periodo (Fase
1), o intestino fetal tem caracteristicas ultrassonograficos ndo descritas em
estudos prévios. Na fase 1, a caracteristica ultrassonografica corresponde ao
desenvolvimento do intestino primitivo, com origem na camada dorsal
mesénquimal (mesentério dorsal) e estd interposta entre suprimento vascular,
vasos linfaticos e neurdnios. A fase 2, é acompanhada pela formacdo das
paredes intestinais que sédo derivados da endoderme (camada interna do
intestino) e mesoderme esplancnico (camada externa) que vai se desenvolver no
musculo conjuntivo da parede do intestino e, posteriormente, se organizar para
formar as quatro camadas da parede intestinal contribuindo para o aumento do
comprimento intestinal (McGeady et al., 2006).

A boa definicho de parede e da superficie do lumen intestinal fetal
associado a primeira visualiza¢ao do peristaltismo intestinal marca o inicio da fase
3, que ocorre em aproximadamente 48 a 54 dias de gestacgéo (Tabela 3.2). Nesta
fase o peristaltismo ndo é constante, e alguns segmentos do intestino exibem
nenhum movimento peristaltico (Figura 3.1C). E este peristaltismo intermitente

que define que o feto ainda estd na fase 3 de desenvolvimento e que a
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organogénese nado esta completa. Os erros na interpretacdo do movimento
peristaltico podem resultar na determinacdo imprecisa da idade fetal e
consequentemente no planejamento inadequado da intervencdo cirargica
(cesariana), sendo que na fase 3, ha ainda cerca de oito a quinze dias antes do
feto estar a termo (Tabela 3.2).

A fase 4 coincide com a idade fetal aproximada de 57 a 62 dias de
gestacdo (Tabela 3.2) e provavelmente corresponde com as descricbes de
intestino fetal conforme j& relatado na literatura (Yeager et al., 1992; Kim & Son,
2007; Levstein-Volanski, 2008; Lopate, 2008). Esta € a Uultima fase da
organogénese fetal. Neste momento, é possivel reconhecer a parede do intestino
e distinguir a superficie mucosa versus a parede (Figura 3.1D). Com
equipamentos de ultrassom de alta resolucdo e os ajustes apropriados para
examinar o feto, as trés camadas da parede intestinal (como em caes adultos)
podem ser podem ser identificadas. No entanto, a visualizagdo ecografica das
cinco camadas da parede como no intestino adulto ndo é possivel,
presumivelmente por causa do tamanho das estruturas quando comparadas aos
pacientes adultos.

Na fase 4 conteudos intraluminais sdo bem definidos, provavelmente
representando conteldo mucoso (ecogénico/ hiperecoico) e liquido (anecdico).
Sugerimos que estes resultados na fase 4 referem-se ao aumento da quantidade
de mec6bnio no trato gastrointestinal, aumentando os niveis que no homem se
correlaciona com a progressdo da gravidez (Becker et al., 1940; McLain, 1963).
Em fetos humanos, sabe-se que a propulsdo de mecbnio ao longo do intestino
provoca distensdo e peristaltismo suficiente para mover os conteddos luminais
(Crelin, 1973), achado este também observado em nosso estudo.

A identificacdo de fluido intraluminal anecdico é uma caracteristica de
maturacgédo intestinal em fetos humanos, e corresponde ao mecénio. O mecénio se
acumula no intestino, distendendo-o parcialmente e facilitando a identificacdo do
peristaltismo. Em fetos humanos, esse achado juntamente com a visualizacdo do
estbmago e bexiga sdo algumas das caracteristicas ultrassonograficas que
ajudam a monitorar a organogénese fetal (Zilianti & Fernandez, 1983).

Cuidados devem ser tomados durante o exame ultrassonografico ao

diferenciar as fases 3 e 4 do desenvolvimento intestinal pois, esta distingéo € sutil.
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A avaliacdo do peristaltismo é o ponto chave - na fase 4, o peristaltismo intestinal
€ visivel imediatamente, ao contrario da fase 3, em que a identificacdo s €&
possivel ap6s um minuto de observacdo. Outro ponto a ser considerado para esta
distincdo é que o fluido intraluminal € mais evidente na fase 4. Grande cuidado
deve ser tomado para nao se tomar decisdes precipitadas no que se diz respeito
ao planejamento de cesariana por exemplo, o que poderia resultar na morte de
fetos prematuros.

As fases 1, 2 e 3 de desenvolvimento do intestino fetal ocorreram, em
média, nas mesmas idades fetais (conforme determinado pela ultrassonografia),
em ambos 0s grupos de cadelas (parto normal e cesariana) (Tabela 3.2);
demonstrando que o desenvolvimento desse 6rgdo € equivalente em ambos 0s
grupos. No entanto, confirmamos que houve, em média, o dobro de dias até o
parto do inicio da fase 4 em cadelas que posteriormente tiveram partos por
cesariana em comparacao com as cadelas com parto normal. Esta diferenca na
duracdo da fase 4 (em dias) foi confirmada estatisticamente pelo teste t de
Student. Este achado € provavelmente o resultado das cadelas que
posteriormente tiveram partos cesarianos, enquanto os pesquisadores esperavam
gue os filhotes nascessem por parto normal. Cesarianas s6 foram sugeridas, uma
vez que o parto normal ndo ocorreu e os fetos entraram em estado de sofrimento.
O modelo de riscos proporcionais de Cox resultou em um coeficiente significativo
demonstrando as diferencas na duragéo da fase 4 de desenvolvimento entre fetos
de cadelas que nasceram de partos cesareos, em comparacdo com fetos de
cadelas que tiveram um parto normal.

A probabilidade de sobrevivéncia fetal se este nascer em um dia em
particular é ilustrada pela curva de Kaplan-Meier (Figura 3.2) e esta
correlacionada com o grau de maturacdo fetal em cada dia da fase 4 de
desenvolvimento do intestino em ambos 0s grupos de caes, uma vez que 0
peristaltismo intestinal € observado pela ultrassonografia. Fetos nascidos neste
momento tinham 20% de chance de sobrevivéncia em cées submetidos a
cesariana e 10% de chance de sobrevivéncia em cées que tiveram parto normal.
Isto sugere que os fetos, provavelmente, ndo estavam suficientemente maduros
para sobreviver no ambiente extrauterino em ambos os grupos. Isto demonstra

gue o exame de ultrassom nao é suficientemente preciso para indicar maturidade
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fetal no primeiro dia em que o peristaltismo intestinal fetal é detectado na fase 4.
O nascimento ocorreu apés seis dias em cadelas submetidas a cesariana e
quatro dias ap6s em cadelas que tiveram parto normal. Quando o peristaltismo
intestinal é visualizado em um Unico exame de ultrassom, a maturagéo fetal deve
ser confirmada pela avaliagdo adicional de outros 6érgdos em conjunto.

A curva de Kaplan-Meier (Figura 3.2) mostra uma diferenca na
probabilidade de sobrevivéncia entre os fetos dos dois grupos na fase 4 de
desenvolvimento do intestino fetal. Esta diferencga entre os grupos foi testada pelo
teste de Log-Rang que provou ser estatisticamente significativa ao nivel de 5%. A
diferenca na probabilidade de sobrevivéncia entre os grupos é porque sao mais
necessarios dias de desenvolvimento para os fetos do grupo de cadelas
submetidas a partos cesarianos. Mais uma vez, estes dias extras sao,
provavelmente, devido a atrasos no parto - parto normal foi esperado no grupo de
parto cesariana, até ao momento em que o feto entrou em estado de sofrimento
(Gil et al., 2014), e a cirurgia foi indicada.

Uma das limitagcbes desse estudo € de que todos os fetos nasceram
saudaveis, apesar das indicacfes de cesariana, o sofrimento fetal foi baseado na
deteccao de ultrassonogréfica de variacées na frequéncia cardiaca fetal (Gil et al.,
2014). Outro fator que deve ser considerado € que houve um intervalo na idade
gestacional mais ampla do que o esperado nas cadelas que foram apresentadas
para exame, porque estas eram de propriedade animais de estimacdo e nao de
caes experimentais. Outras limitacfes deste estudo foram variacées raciais das
cadelas, o pequeno numero de animais incluidos e a auséncia de dosagens do
hormonio luteinizante.

O peristaltismo intestinal € um achado importante que fornece a evidéncia
de conclusdo da organogénese fetal canino. No entanto, deve-se notar que,
mesmo apos o desenvolvimento completo do intestino, ultrassonografia ndo pode
utilizada como base para determinar a funcionalidade (maturacdo) deste Orgao.
Isso foi demonstrado neste estudo porque, mesmo apos a confirmacao ecogréafica
do desenvolvimento intestinal fetal, demoraram mais quatro dias decorridos para
0 parto natural e até seis dias antes sinais de sofrimento fetal se tornar evidente.

As evidéncias ultrassonogréaficas da completa organogénese intestinal nédo

devem ser utilizadas como Unico parametro para se programar uma cesariana.
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Sugerimos a monitorizacdo fetal diaria por ultrassom a partir da fase 4 de
desenvolvimento intestinal ultrassonogréafico sendo que nessa fase as oscilacdes
da frequéncia cardiaca fetal (Gil et al., 2014) se iniciam e esse € um preditor mais
confiavel do dia do parto.

3.4.1 Conclusbes

A avaliacdo do desenvolvimento de uma gestacédo € possivel utilizando a
monitorizacdo ecografica do desenvolvimento intestinal e essa pode identificar
com seguranca o fim da organogénese fetal. A deteccdo ultrassonogréfica dos
segmentos intestinais com a visualizagdo das camadas da parede associada ao
peristaltismo ndo deve, contudo, ser utilizado como o Unico indicador para o
planejamento de uma cesariana, porque nao € possivel determinar pela

ultrassonografia se o intestino esta funcional (maduro).
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indicate severe fetal diswress [2)

In human mediane Hon 9] and Qideyro-faxa et al
| 10| reportndthat feal HR ascillaed during phase 1of labor
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2 Materals and methods

Thes cohort study was cond ucted on 15 pregnant bitches
that underwent an uirasonographic examination during
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conduced in axcordance with the Animal Use Commizee
guidelines In all bitches, the saminason was paformed
using two-dimensional ulrasonographic equipment and
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