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RESUMO

MARCHETTI, P. M. Avaliacdo morfométrica e hemodinamica da placenta canina
e suarelacdo com o desempenho clinico neonatal no periodo adaptativo inicial.
2022. 72 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2022.

Nos animais eutérios, a placenta é o 6rgdo materno-fetal transitorio responsavel por
permitir a passagem de nutrientes e trocas gasosas entre a circulacdo materna e fetal.
Disfungdes placentérias estéo relacionadas com desfechos perinatais desfavoraveis,
tanto para a mde como para o concepto, sendo a reducédo do fluxo sanguineo atero-
placentario a causa mais frequente de insuficiéncia placentaria. O presente estudo
teve como objetivos: comparar a hemodinamica materno-fetal e feto-placentaria ao
longo da gestacdo de neonatos que apresentam alta ou baixa vitalidade imediata ao
nascimento; comparar a morfologia placentaria de neonatos de acordo com a
vitalidade ao nascimento e correlacionar a morfo-funcionalidade vascular da placenta
com o desempenho e éxito neonatal durante o periodo adaptativo inicial. Para tanto,
foram selecionadas 13 cadelas gestantes, das quais 2 neonatos foram estudados,
optando-se por aqueles localizados na extremidade cranial dos cornos uterinos. De
acordo com o escore de vitalidade imediatamente ao nascimento, os neonatos foram
alocados em dois grupos experimentais: grupo alta vitalidade neonatal (escore de
vitalidade superior ou igual a 7, n=10) e Grupo baixa vitalidade neonatal (escore de
vitalidade inferior a 7, n=12). Durante a gestacdo, foram realizadas avaliacdes
ultrassonogréficas das artérias uterina e umbilical e monitoramento da frequéncia
cardiaca fetal. As placentas foram avaliadas macroscopicamente quanto ao aspecto
geral, coloracdo, volume e medicdo da largura e comprimento da faixa zonaria.
Ademais, as placentas foram preparadas por amostragem sistematica, randémica e
uniforme para a avaliagdo morfolégica e morfométrica por estereologia. Os neonatos
foram avaliados clinicamente e por saturagéo periférica de oxigénio ao nascer, aos 10
e 60 minutos de vida, além da lactatemia entre 1 e 5 minutos e 6 horas de vida. Os
dados obtidos foram analisados considerando o teste T para comparacao entre grupos
e tempos (nas variaveis-respostas ultrassonograficas) e teste LSD para comparacgdes
entre tempos. As variaveis respostas foram também submetidas a andlise de
correlacdo de Pearson. O nivel de significancia foi de 5%. Nas avaliacbes

ultrassonograficas, houve reducéo significativa da frequéncia cardiaca fetal a



eminéncia do parto, independente do grupo experimental. As placentas dos neonatos
com alta vitalidade apresentaram maior quantidade de eritrocitos e menor quantidade
de granulos de hemossiderina nos hematomas marginais, maior quantidade de
hematoidina na zona glandular e menor quantidade de coagulos na zona juncional. A
area de superficie absoluta de contato materno fetal foi maior nas placentas do grupo
alta vitalidade neonatal. Os neonatos com baixa vitalidade apresentaram menor peso
e temperatura corpérea, mas houve aumento progressivo da saturacao periférica de
oxigénio até 60 minutos apos o parto. Em conclusdo, a hemodindmica materno-fetal
nao influencia diretamente a vitalidade neonatal no periodo adaptativo inicial, a
despeito da reducao na frequéncia cardiaca fetal préxima ao nascimento. Entretanto,
aspectos morfolégicos e morfométricos da placenta influenciam a vitalidade neonatal

e o desempenho clinico no periodo de transi¢ao inicial.

Palavras-chave: hemodinamica, placenta, vitalidade neonatal, cadelas.



ABSTRACT

MARCHETTI, P. M. Morphometric and hemodynamic evaluation of the canine
placenta and its relationship with neonatal clinical performance in the early
adaptive period [Avaliacdo morfométrica e hemodindmica da placenta canina e sua
relacdo com o desempenho clinico neonatal no periodo adaptativo inicial]. 2022. 72 f.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2022.

In eutherian animals, the placenta is the transient maternal-fetal organ responsible for
allowing the passage of nutrients and gas exchange between the maternal and fetal
circulation. Placental dysfunctions are related to unfavorable perinatal outcomes for
both the mother and the fetus, with reduced uteroplacental blood flow being the most
frequent cause of placental insufficiency. The present study aimed to: compare
maternal-fetal and fetal-placental hemodynamics throughout pregnancy in neonates
who present high or low vitality immediately at birth; to compare placental morphology
of neonates according to vitality at birth and to correlate placental vascular morpho-
functionality with neonatal performance and success during the early adaptive period.
For that, 13 pregnant bitches were selected, of which 2 neonates were studied, opting
for those located at the cranial portion of the uterine horns. According to the vitality
score immediately at birth, the neonates were allocated in two experimental groups:
high neonatal vitality group (vitality score greater than or equal to 7, n=10) and low
neonatal vitality group (vitality score less than 7, n=12). During pregnancy, ultrasound
evaluations of the uterine and umbilical arteries and monitoring of fetal heart rate were
performed. The placentas were macroscopically evaluated for general appearance,
color, volume and measurement of the width and length of the zonary placental region.
Furthermore, the placentas were prepared by systematic, random and uniform
sampling for morphological and morphometric evaluation by stereology. The neonates
were evaluated clinically and by peripheral oxygen saturation at birth, at 10 and 60
minutes of life, in addition to blood lactate levels between 1 and 5 minutes and 6 hours
of life. The data obtained were analyzed considering the T test for comparison between
groups and times (in the ultrasound response variables) and the LSD test for
comparisons between times. The response variables were also submitted to Pearson's
correlation analysis. The significance level was 5%. In the ultrasound evaluations,
there was a significant reduction in fetal heart rate at the time of parturition, regardless
of the experimental group. The placentas of neonates with high vitality had a greater



number of erythrocytes and a smaller amount of hemosiderin granules in the marginal
hematomas, a greater amount of hematoidine in the glandular zone and a smaller
quantity of clots in the junctional zone. The absolute surface area of maternal-fetal
contact was higher in the placentas of the high neonatal vitality group. Neonates with
low vitality had lower weight and body temperature, but there was a progressive
increase in peripheral oxygen saturation up to 60 minutes after delivery. In conclusion,
maternal-fetal hemodynamics do not directly influence neonatal vitality in the early
adaptive period, despite the reduction in fetal heart rate close to birth. However,
morphological and morphometric aspects of the placenta influence neonatal vitality

and clinical performance in the initial transition period.

Keywords: hemodynamics, placenta, neonatal vitality, bitches.
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1. INTRODUCAO

Com a mudanca no perfil social da populacéo brasileira, os caes preencheram
os lares como membros da familia. Segundo a Pesquisa Nacional de Saude (PNS,
2013) do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em 2013, a populacéo
de criancas de até 14 anos era de 44,9 milhdes, enquanto a populacdo de cdes em
domicilios no pais era de 52,2 milhdes. Portanto, no Brasil, ha mais caes domiciliados
do que criancas. O aumento da demanda de caes de diferentes ragas foi um estimulo
a profissionalizacéo da cinofilia e, em consequéncia, a busca por sistemas de criacéo
cada vez mais eficientes e rentaveis. Somado a isso, o vinculo emocional entre
proprietarios e seus cdes € cada vez mais estreito, fazendo com que quaisquer
estratégias de cuidado e tratamentos médicos sejam fomentadas. Neste contexto, o
estudo mais profundo da Perinatologia, bem como de eventuais fatores adversos a
saude de matrizes e seus filhotes passa a ter grande importancia e representatividade
(PRATS, 2005).

A neonatologia é definida como a ciéncia que estuda os recém-nascidos e o
periodo neonatal corresponde, em caes, aos 14 primeiros dias de vida (SILVA, 2008).
No periodo neonatal, a taxa de mortalidade € alta. Até a fase de desmame, 30% dos
filhotes vém a o6bito, sendo que a maior frequéncia de Gbitos ocorre nas primeiras 72
horas de vida. Desta maneira, entende-se que o periodo adaptativo inicial € de
extrema vulnerabilidade, levando-se a crer que intercorréncias no periparto influem
diretamente no éxito neonatal. Portanto, além dos problemas relativos ao momento
do nascimento em si, destaca-se também anormalidades do desenvolvimento fetal e
funcionalidade da placenta, tal como a insuficiéncia placentaria (PRATS, 2005).

A placenta é um 6rgdo materno-fetal transitorio, responsavel pela transferéncia
de nutrientes, principalmente glicose, aminoacidos, acidos graxos, vitaminas e
minerais e, realizagcdo das trocas gasosas entre a circulagdo materna e fetal. Sua
estrutura varia em niveis macro e microscopicos de acordo com a espécie e tais
estruturas placentarias resultam em distintos mecanismos de troca materno-fetal
(BROLIO et al., 2010). Classificada como endoteliocorial, em funcdo do contato entre
o endotélio vascular materno e o trofoblasto, a placenta canina é considerada zonaria,
anular completa e possui hematomas marginais de forma longilinea, localizados nas
laterais da faixa zonaria, perfazendo todo o contorno anular do 6rgdo. Os hematomas

marginais ocorrem por extravasamento de sangue materno, o qual acumula-se em
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bolsas laterais ao anel trofoblastico e promovem o fornecimento de ferro ao feto
(AMBROSIO et al., 2004).

As disfuncdes placentarias estdo relacionadas com desfechos perinatais
desfavoraveis, tanto para a mae quanto para o recém-nato. De fato, nos quadros de
insuficiéncia placentaria, ha altas taxas de mortalidade e aumento do risco de
complicacBes neonatais, tais como hipdxia neonatal, baixo peso ao nascimento,
desnutricdo fetal, hipocalcemia neonatal, hipotermia, policitemia e hemorragia
pulmonar (NETO et al., 2011; TIVANE et al., 2013; GUIMARAES et al., 2015). Em
humanos, é observado, inclusive, a maior ocorréncia de sequelas neurolégicas,
incidéncia de doencas cardiovasculares e obesidade na vida adulta (MIYADAHIRA et
al., 2009).

As causas de insuficiéncia placentaria sdo multifatoriais, entretanto, sabe-se
gue em humanos, estédo relacionadas a hipertenséo arterial, trombofilias e doencas
autoimunes (FRANCISCO et al., 2006), bem como reducéo do fluxo sanguineo utero-
placentario, considerada a causa mais frequente (DIAS, 2005). Por este motivo,
durante o pré-natal em mulheres, é realizado acompanhamento obstétrico por
ultrassonografia com auxilio da ferramenta Doppler, a qual classifica a insuficiéncia
placentaria em leve, progressiva e grave (TURAN et al., 2008). Com base no
diagnéstico e grau de comprometimento placentario, estabelece-se a periodicidade
das avaliacdes de vitalidade fetal para, se necessario, iniciar protocolos de aceleracéo
da maturidade pulmonar fetal e intervir em casos graves (FRANCISCO et al., 2006 e
TURAN et al., 2008).

Em cées, apesar da ultrassonografia mostrar-se como excelente ferramenta no
acompanhamento pré-natal e de viabilidade fetal, até o momento, ndo ha estudos que
correlacionem a vascularizacdo e fluxo placentario com a viabilidade pés-natal. Da
mesma maneira, a relacao entre a morfo-funcionalidade da placenta e o desempenho

durante a transi¢ao feto-neonatal também néo é conhecida na espécie canina.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.1. APLACENTA NA ESPECIE CANINA

A placenta possui estrutura complexa, composta por varios elementos
teciduais, especialmente o sangue em circulacéo e o trofoblasto (DELLMANN, 1982;
REYNOLDS; REDMER, 2001; PRESTES E LANDIM-ALVARENGA, 2006; BROLIO et
al., 2010). O fluxo sanguineo placentéario é definido como corrente cruzada, porém o0s
sangues materno e fetal ndo possuem contato direto, apenas aproximam-se na regido
de unido entre o corion e o endométrio para a passagem de nutrientes e trocas
gasosas (HAFEZ; HAFEZ, 2004). O trofoblasto ou epitélio coridnico é a camada mais
externa da unidade feto placentaria, com atuacdo na implantacdo embrionaria,
nutricdo, trocas metabdlicas e gasosas e protecdo do concepto contra patdgenos e o
préprio sistema imune materno (BROLIO et al., 2010; HYTTEL et al., 2012).

Durante o processo de implantacdo embrionéria, o trofoblasto sincicial invade
o0 endométrio e a vascularizacao local, ocasionando extravasamento sanguineo, o
qual acumula-se formando a regido dos hematomas marginais. Neste momento,
inicia-se, também, a formacao do labirinto placentario (ENDERS; CARTER, 2012). Em
1889, Lieberkiihn descreveu os hematomas marginais como regiées compostas por
cristais, pigmento verde granular e ndo celular, células granuladas, células de gordura
esparsas, glébulos redondos e massa marrom (LIEBERKUHN, 1889). Os hematomas
marginais da placenta séo responsaveis por facilitar a captacéo de ferro pelo feto, por
fagocitose, a partir das hemacias maternas. Na placenta canina, ha dois hematomas
marginais localizados na borda do labirinto placentario de coloracdo esverdeada
(ENDERS; CARTER, 2012). A coloragéo particular é resultante do catabolismo da
hemoglobina, por quebra do anel heme da heme oxigenase com liberacéo de ferro e
geracao da biliverdina (CARTER et al., 2005). A biliverdina, entdo, € metabolizada em
uteroverdina, sendo liberada no momento do parto, quando ocorre o descolamento
placentario (LUZ, 2004).

Apoés seu completo desenvolvimento, o labirinto placentario é caracterizado por
uma faixa de aspecto esponjoso, com coloracdo vermelho escuro e bordas
esverdeadas (AMBROSIO et al., 2004). Dividido histologicamente em zona lamelar,
glandular e juncional, a regiao do labirinto placentario desempenha papel importante

nas trocas fisioldgicas entre mae e feto (ARALLA et al., 2013). Na zona lamelar, a
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membrana interhemal é do tipo endoteliocorial. A medida que a gestac&o progride, o
citotrofoblasto contribui para a formacédo do sinciciotrofoblasto e € gradualmente
reduzido a células dispersas a partir de uma camada continua. O sinciciotrofoblasto
cobre os vasos maternos e geralmente é separado das células endoteliais dos
capilares maternos por uma lamina basal espessada - a membrana intersticial
(LEISER; KOOB, 1993; ARALLA et al., 2013; FURUKAWA et al., 2014). A zona
glandular é composta pelas glandulas endometriais profundas remanescentes e, em
fungdo da penetragdo no trofoblasto, obstruem e tornam-se distendidas por sua
funcdo secretora. Durante a gestacdo, a espessura da zona glandular diminui
consideravelmente em consequéncia do aumento progressivo da zona lamelar,
causando o deslocamento da zona juncional em diregdo ao organismo materno
(LEISER; KOOB, 1993; FURUKAWA et al., 2014). Por fim, a zona juncional € uma
area de transicdo entre as zonas labirintica e glandular, na qual sua parte mais
profunda é chamada de zona esponjosa. A zona juncional € o local de encontro entre
os tecidos materno e fetal, e intimamente misturam-se. Ainda, a zona juncional é a
regido de inser¢ao das lamelas maternas, delimitando a intruséo do trofoblasto no
estroma endometrial (DELLMANN, 1982; ARALLA et al., 2013; FURUKAWA et al.,
2014).

Dada sua importancia, a placenta € alvo de estudos em diversas espécies. Para
tanto, amostras de tecido placentario sao retiradas para analises realizadas por meio
de inumeras técnicas de investigacdo, incluindo amostragem de Vvilosidades
coribnicas, cultura de explantes de vilosidades, cultura celular, andlise proteémica,
perfil de expressédo génica, morfologia e morfometria (MAYHEW, 2008). Com 0 uso
da microscopia 6tica, € possivel caracterizar morfologicamente as regiées do labirinto
placentario, a integridade dos hematomas marginais e identificar possiveis alteracées
morfologicas, conforme realizado por Ambraésio et al. (2009) e Costa (2015). Todavia,
a avaliacdo microscopica tradicional é baseada no exame da placenta em duas
dimensodes (2D) e geralmente € uma analise subjetiva. Embora seja satisfatoria para
grande parte dos estudos com fins diagndsticos, apresenta muitas limitacdes nos
estudos experimentais (OYEJIDE et al., 2013). Para suprir tais limitacdes, € possivel
realizar a andlise estereoldgica da placenta, a qual consiste em um subconjunto da
morfometria com parametros em trés dimensdes (3D), permitindo avaliar volume,
superficie, comprimento e niumero de ceélulas (OYEJIDE et al., 2013). A morfometria

placentaria € uma técnica objetiva e acurada, possibilitando evidenciar marcadores
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uteis do desenvolvimento placentario (MINISTERIO DA SAUDE, 2011; MARQUESA
et al., 2018).

2.1.2. HEMODINAMICA MATERNO-FETAL

O periodo gestacional representa inUmeras adaptacoes fisiologicas maternas
no intuido de possibilitar a manutencdo e desenvolvimento da progénie. Dentre tais
adaptacdes, a manutencao da perfusdo uterina para o desenvolvimento fetal exige
importantes alteraces hemodinamicas e do sistema cardiovascular (EGHBALI et al.,
2005; ALMEIDA et al., 2017). Tanto na medicina humana quanto na veterinaria, sabe-
se que complicacbes associadas a disfuncdo cardiaca materna, como
tromboembolismo e pré-eclampsia, acarretam restricdo de crescimento fetal,
descolamento placentario prematuro, natimortalidade, entre outros (BORGES et al.,
2001; NOVELLI etal., 2003; EGHBALI et al., 2005). Em mulheres, o comprometimento
extremo da hemodindmica feto-placentaria esta relacionado a altas taxas de
morbidade e mortalidade perinatal (GARAVAZZO, 2017).

No inicio da gestacdo canina, durante o desenvolvimento da placenta, a
adaptacdo hemodinamica materna ja esta presente, representada por aumento do
débito cardiaco e da volemia e diminuicdo da resisténcia periférica e reatividade
vascular (BORGES et al., 2001). Entretanto, quando os mecanismos fisiolégicos
adaptativos a gestacdo ndo ocorrem adequadamente, instala-se a sindrome da ma
adaptacdo do organismo materno, a qual esta associada a restricdo de crescimento
fetal. Destarte, a identificacdo de falhas adaptativas hemodindmicas durante a
gestacdo, principalmente por métodos nédo invasivos, contribui para o seguimento do
pré-natal, mas também permite compreender as morbidades induzidas ou
coincidentes a gestacdo (WALLENBURG, 1988).

O exame ultrassonografico € um método ndo invasivo muito utilizado atualmente
para diagnostico precoce de gestacdo, monitoracdo da gestacdo, avaliacdo da
viabilidade fetal e deteccao de anormalidades gestacionais ou fetais (JARRETA, 2004;
TEIXEIRA et al.,, 2008). Quando o exame ultrassonografico é realizado no modo
Doppler, é possivel avaliar o fluxo sanguineo fetal (TORRES et al., 2017), bem como
realizar estudos hemodinamicos do utero e do ovario (STEER et al.,, 1990). Tais
analises podem ser realizadas por meio da arquitetura vascular, do indice de

resistividade e o volume ou velocidade do fluxo sanguineo. Durante a formacédo do
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sistema vascular uteroplacentéario, ha aumento da distenséo e complacéncia vascular,
levando a reducado da resisténcia vascular periférica e aumento do débito cardiaco e
volume sistélico, remodelacdo ventricular e alteragbes no sistema renina-
angiotensina-aldosterona (ALMEIDA et al., 2017). Em gesta¢cfes caninas normais, €
esperado que haja queda simultanea da resisténcia arterial uterina e presséao arterial
e, quando tal relacdo esta alterada, pressupfe-se a presenca de anormalidade
gestacional (BLANCO et al., 2012). O aumento da resisténcia do fluxo sanguineo
placentario, evidenciado pela reducdo da velocidade diastélica nas artérias umbilicais,
leva a insuficiéncia placentaria (GARAVAZZO, 2017). Em estudo realizado com
ovelhas, Reed et al. (1996) observaram, ao exame ultrassonografico de vasos
umbilicais e veia cava caudal dos fetos, que a velocidade de fluxo na veia umbilical é
reflexo de anormalidade na hemodindmica venosa central. Em estudos realizados
com cadelas gestantes, constatou-se aumento significativo da velocidade diastélica
final (ED) e velocidade de pico sistolico (PS) da aorta e veia cava caudal dos fetos,
enquanto o indice de pulsatilidade e resisténcia diminui nos vasos fetais, artérias
uteroplacentérias e corddo umbilical, exceto o indice de pulsatilidade da aorta fetal (DI
SALVO et al.,, 2006; SCOTTI et al., 2008). Embora seja esperada diminuicdo na
perfusdo uterina por aumento na velocidade do pico sistdlico e na velocidade
diastolica final das artérias uteroplacentarias, na semana que antecede ao parto em
cadelas, observa-se reducgéo nas velocidades de fluxo sanguineo (NAUTRUP, 1998).

Ao final da gestacdo em cadelas, a placenta passa por remodelacéo tecidual,
reflexo do aumento continuo de sua capacidade funcional para suportar a taxa
exponencial de crescimento fetal. O transporte placentario de oxigénio e agua, e a
taxa de captacdo de glicose fetal, importantes para o desenvolvimento fetal, também
aumentam consideravelmente no decorrer da gestacdo. Apesar do aumento da
capacidade funcional da placenta, o peso placentario ndo sofre alteracdo, ao passo
gue a taxa de crescimento fetal esta diretamente correlacionada ao desempenho
placentario (REYNOLDS et al, 2005). Estudos realizados com suinos e ovinos
comprovam que o tamanho e peso fetal estdo associados ao desenvolvimento
vascular placentario e ndo diretamente ao peso da placenta (ARNOLD et al., 2001;
VONNAHME et al., 2001). Para que o crescimento fetal aconteca de forma satisfatéria,
e fundamental que o fluxo sanguineo uterino seja adequado. Portanto, na presenca
de fluxo sanguineo deficitario e, por conseguinte, reduzida absorcao fetal de oxigénio

e nutrientes, espera-se diminuicdo na taxa de crescimento fetal e placentario
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(REYNOLDS et al., 2005; ALMEIDA et al., 2017). Destarte, para fornecer adequado
fluxo sanguineo uterino para o desenvolvimento placentario e fetal em cadelas, o
volume sanguineo deve aumentar a partir do 46° dia de gestacdo (PASCOE et al.,
2001).

Em mulheres, quando a invasao trofoblastica esta ausente ou é inadequada, a
resisténcia vascular uterina ndo diminui e as trocas materno-fetais fisiologicas ficam
comprometidas, causando hipertensao e restricao de crescimento fetal (DIAS, 2005).
Nos casos de insuficiéncia placentéria grave em mulheres, observa-se diminui¢éo do
fluxo diastélico da artéria umbilical quando had 30% de comprometimento da
vascularizacao dos vilos placentarios e, diastole zero ou reversa, quando 60-70% da
vascularizacdo é afetada. De forma semelhante, em gestac¢des caninas anormais, ha
interrup¢cdo do aumento da velocidade diastdlica final e aumento do indice de
resistividade na artéria uterina (BLANCO et al., 2011).

2.1.3. IMPACTO DA INSUFICIENCIA PLACENTARIA NA VIABILIDADE
NEONATAL

O periodo neonatal em caes corresponde aos 14 primeiros dias de vida,
considerado uma fase critica e com alta taxa de mortalidade (VANNUCCHI et al.,
2012). Segundo dados da Organizacdao Mundial de Saude em 2021, a taxa de
mortalidade mundial de bebés foi de 1,7%, e 0,8% no Brasil. Por outro lado, estima-
se que a taxa de mortalidade neonatal canina esteja entre 5,7% e 35% (PEREIRA,
2021).

A despeito da maior vulnerabilidade durante todo periodo neonatal, as
primeiras 24-72 horas de vida s&o ainda mais delicadas a sobrevivéncia do neonato.
Em funcdo do periodo adaptativo durante a transicao feto-neonatal, o recém-nascido
precisa rapida e precisamente assumir funcdes vitais antes supridas pela placenta
(LOURENCGCO et. al., 2013). Por outro lado, nos casos de insuficiéncia placentaria, a
placenta ndo atinge a demanda fetal e instala-se uma grave complicacao gestacional,
associada a resultados perinatais adversos. Neste quadro, ha redistribuicdo do fluxo
sanguineo na circulacdo fetal na tentativa de compensacfes hemodinamicas e
metabdlicas fetais inerentes a insuficiéncia placentaria (PARDI et al., 1993; RESNIK,
2002; ALVINO et al., 2008; BASCHAT, 2010; MAEDA et al., 2010). A mudanca nos

padrdes do fluxo sanguineo decorrente da insuficiéncia placentaria acarreta restricdo
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de crescimento intrauterino fetal — RCIU (BILLARDO et al., 1990; KARSDORP et al.,
1994). Em mulheres, a RCIU é motivo de preocupacdo entre obstetras e
neonatologistas, por haver alto risco de morbidade e mortalidade perinatal, levando a
repercussoes na vida adulta (NETO et al. 2011).

Desta maneira, a identificacéo de alteracdes placentarias durante o seguimento
de pré-natal, bem como a adequada assisténcia neonatal, podem contribuir para a

diminuicdo da morbimortalidade neonatal em caes.
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3. HIPOTESE

O desempenho clinico de neonatos caninos durante o periodo adaptativo inicial

é influenciado pela morfo-funcionalidade da placenta.

4. OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivos:

e Comparar a hemodindmica materno-fetal (artéria uterina) e feto-placentéaria
(artéria umbilical) ao longo do terco final da gestacdo entre neonatos que
apresentam alta ou baixa vitalidade imediata ao nascimento;

e Comparar a morfologia placentéria entre neonatos que apresentam alta ou
baixa vitalidade imediata ao nascimento;

e Correlacionar a morfo-funcionalidade vascular da placenta com o

desempenho e éxito neonatal durante o periodo adaptativo inicial.
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5. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi realizado obedecendo as normas para utilizacdo de
animais em pesquisa, estabelecidas pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA), mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelos
tutores e conforme protocolo de nimero 6414140819.

5.1. ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para o desenvolvimento deste trabalho, foram selecionadas 13 cadelas
gestantes, de racas e portes variados (peso corporeo entre 10 e 60 kg), primiparas ou
pluriparas, com idade entre 2 e 5 anos, oriundas de criagdes comerciais e proprietarios
particulares. Todas as fémeas gestantes receberam alimentacdo comercial para cées
de qualidade super premium em quantidade controlada de acordo com 0 peso prévio
a gestacdo. Respeitando as restricdes inerentes a propria gestacdo, a rotina das
fémeas nédo foi alterada, incluindo a liberacdo de atividades fisicas. As fémeas
apresentaram cronograma de vacinacdo e vermifugacdo atualizados, além de
historico prévio de sanidade metabdlica e reprodutiva. Como critério de exclusao,
consideramos cadelas com sinais clinicos da sindrome braquiocefalica ou quaisquer
disturbios gestacionais.

As fémeas foram acompanhadas durante toda a gestacdo e submetidas a
cesariana eletiva, excluindo-se o parto cirirgico emergencial. Para identificacdo do
momento ideal para a intervencao cirurgica, foram observados os sinais de prédromos
do parto, caracterizados pela queda da temperatura retal (< 37,5°C), queda da
concentracdo de progesterona sérica (< 2 ng/dL) e sinais clinicos de preparacao do
parto (Lucio, 2008). O protocolo anestésico adotado foi: tranquilizagdo com tramadol
(2 mg/kg) e acepromazina (0,02 mg/kg) por via intramuscular; indugéo anestésica com
propofol (5 mg/kg) por via endovenosa lenta; blogueio epidural no espacgo
intervertebral lombossacro com associacdo de morfina (0,01 mg/kg) e lidocaina (4
mg/kg); e manutengdo com isoflurano na concentracdo de 1,0 a 1,3%. Apés a
anestesia, tricotomia e antissepsia da regido abdominal, o utero foi acessado por
celiotomia e, ap0s exteriorizagdo uterina, foi realizada a histerotomia para retirada dos

filhotes (Figura 1A). A ruptura manual dos envoltérios fetais foi feita rapidamente,



30

seguida do clampeamento do corddo umbilical. Os filhotes foram, entdo, submetidos
aos primeiros cuidados e avaliagcdes. Apds o0 nascimento de todos os filhotes, as
fémeas foram mantidas sob anestesia inalatoria com isoflurano até a histero e
celiorrafia. Todas as fémeas foram medicadas no pos-operatério com cefalexina (30
mg/kg, BID) por cinco dias, cloridrato de tramadol (2 mg/kg, TID) e dipirona sédica (25
mg/kg, TID) por trés dias.

ApGs a recuperacdo anestésica das fémeas, os filhotes foram apresentados
para reconhecimento materno e ingestéo do colostro (Figura 1B).

Figura 1 — (A) Cornos uterinos expostos durante cesariana; (B) Neonatos ingerindo colostro

Fonte: MARCHETTI, P. M. (2022)

Ao total, foram selecionados 22 neonatos ndo meconiados, sem malformacgdes
congénitas e de ambos os sexos. No presente experimento, foram inclusos no maximo
2 filhotes por ninhada (de cada fémea), sendo obrigatoriamente aqueles localizados
na extremidade cranial dos cornos uterinos ao momento da histerotomia. O tempo
entre a inducdo anestésica e a retirada de cada filhote do utero foi considerado e
registrado, bem como o tempo entre a extracdo de cada um dos dois filhotes.

De acordo com o escore de vitalidade neonatal imediatamente ao nascimento,
os filhotes foram alocados em dois grupos experimentais (Tabela 1):

- Grupo Alta Vitalidade Neonatal: escore de vitalidade superior ou igual a 7 no
momento do nascimento (n=10);

- Grupo Baixa Vitalidade Neonatal: atribuido escore de vitalidade inferior a 7 no

momento do nascimento (n=12).
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Composicdo dos grupos experimentais conforme a raca, peso e volume corpoéreo

Tabelal- " terno. So Paulo, 2022
Grupo Raca Peso Materno V,olume
(kg) Corporeo (cm?3)*
Labrador 41,1 77408,84
Labrador 41,1 77408,84
Labrador 45,5 77408,84
Terra Nova 60 218956,44
Al vitalidade Terra Nova 60 218956,44
Buldogue Inglés 22,6 123150,43
Buldogue Francés 10 18062,06
Buldogue Francés 10 18062,06
Staffordshire Bullterrier 17,2 40715,04
Buldogue Francés 12,5 35889,55
Buldogue Inglés 19,5 77911,50
Buldogue Inglés 34,6 129852,50
Buldogue Inglés 34,6 129852,50
Buldogue Inglés 24 115191,73
Spitz Alemao 11 24630,09
Baixa Spitz Alemao 11 24630,09
vitalidade Staffordshire Bullterrier 23,2 83692,03
Staffordshire Bullterrier 23,2 83692,03
Staffordshire Bullterrier 17,2 40715,04
Buldogue Francés 12,5 35889,55
American Bully 21,8 51840,47
American Bully 21,8 51840,47

~ 4
* volume corpéreo materno = VC = 3 XX W XL xC

5.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

A determinacgdo das variaveis experimentais seguiu um padrdo de repeticdes

ao longo do tempo, em periodos previamente definidos (Figura 2).
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Figura 2 — Delineamento experimental adotado para o presente experimento. Sdo Paulo, 2022
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us:
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Fonte: MARCHETTI, P. M. (2022)

5.3. AVALIACOES EXPERIMENTAIS

5.3.1. Ultrassonografia gestacional em modo M, modo B e Doppler

Para realizacdo dos exames ultrassonograficos, foi necessario jejum alimentar
de 4 a 6 horas. A fémea foi posicionada de acordo com seu conforto respiratério em
decubito dorsal ou lateral e realizada a tricotomia da regido do abdémen (Figura 3A).
A avaliacao foi realizada por via transabdominal utilizando gel condutor e equipamento
da marca Mindray®, modelo M5, equipado com transdutor convexo de 5,0 MHz.

As avaliacdes ultrassonograficas foram realizadas em trés momentos distintos.
A primeira avaliacdo ocorreu entre os 27 e 31 dias apods o pico de LH, para o
diagnostico gestacional em modo B convencional, mapeamento da localizagdo dos
embrides, batimento cardiaco embrionario e visibilizacdo da placenta, membrana
vitelinica e alantoideana (NYLAND E MATTOON, 2004). As demais avaliacdes
ultrassonograficas foram realizadas entre 55 e 57 dias de gestacdo e no momento da

fase preparatoria do parto (prodromos), por meio do Doppler Triplex, objetivando
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averiguar a viabilidade gestacional e a hemodinamica materno-fetal (FELICIANO et
al., 2007) e feto-placentéaria (FROES et al., 2019).

Como forma de padronizagéo, a varredura ultrassonografica iniciou-se sempre
pela regido xifoide e seguiu em sentido horéario até completar o formato de um circulo.
O exame foi iniciado por avaliacdo bidimensional em modo-B convencional, com
imagens em escala de cinza para localizacdo anatdmica. A frequéncia cardiaca fetal
foi mensurada pela ecocardiografia em modo M, durante 10 minutos (Figura 3B). Em
seguida, foram realizadas trés avaliacdes da perfusao tecidual e velocidade do fluxo
sanguineo das artérias uterina e umbilical para gerar a média de cada feto
selecionado. A avaliacdo da hemodinamica materno-fetal foi feita pela mensuracao da
artéria uterina, em corte longitudinal e preferencialmente na regido lateral do corpo
uterino, utilizando a vesicula urindria como janela acustica (Figura 3C). Ja a avaliacédo
da hemodinamica feto-placentéria foi realizada por mensuracéo da artéria umbilical,
em corte transversal da sua porcao flutuante o mais préximo possivel da placenta
(Figura 3D).

Figura3— (A) Fémea matriz tricotomizada para realizacdo de exame ultrassonografico; (B)
Freqguéncia cardiaca fetal, durante a avaliagdo ultrassonogréfica realizada aos 57 dias;

(C) Imagem da topografia ultrassonogréfica da artéria uterina; (D) Imagem da topografia
ultrassonogréfica da artéria umbilical

" HR 217(2) Bpm

Fonte: MARCHETTI, P. M. (2022)
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Inicialmente, tais mensuracdes foram feitas com o uso do Doppler Colorido (CF,
Colour-Flow Doppler) para mapeamento dos vasos e, posteriormente, foi utilizado o
Doppler Pulsado ou Espectral (PW, Pulsed-Wave Doppler) para caracterizar a forma
da onda. Foram utilizados como parametros da velocidade do fluxo sanguineo, o pico
de velocidade sistélica (PS), a velocidade diastélica final (ED) e a média das
velocidades maximas de um ciclo cardiaco (TAMAX). Para calcular os indices
hemodinamicos, foram avaliados o indice de resistividade (Rl), o indice de
pulsatilidade (PI), e a relacéo sistole/diastole (S/D). Para tal, o método utilizado foi
uma adaptacéo do descrito por Dias (2005), Veiga (2012) e Gardés (2018). Os indices
foram calculados automaticamente pelo software do ultrassom, utilizando as seguintes

formulas ou indice de Pourcelot:

" Velocidade do pico sistolico (PS) — Velocidade ao fim da diastole (ED)

Velocidade do pico sistolico (PS)

- Velocidade do pico sistélico (PS) — Velocidade ao fim da didstole (ED)

Velocidade média de um ciclo cardiaco (TAMAX)

o » Velocidade do pico sistélico (PS)
Relacao sistole / diastole =

Velocidade ao fim da didstole (ED)

_ Velocidade do pico sistolico (PS)
Relacéao sistole / diastole =

Velocidade ao fim da didstole (ED)

5.3.2. Avaliacado morfolégica placentéaria

Todas as placentas correspondentes aos neonatos selecionados foram
analisadas as cegas (sem conhecimento prévio de qual grupo a respectiva placenta
pertencia), sempre pelo mesmo avaliador.

As regides do labirinto placentario, em suas face materna e fetal (Figura 4), e
dos hematomas marginais foram avaliadas quanto ao aspecto geral e coloracdo. As
mensuragdes de area, largura e comprimento da faixa zonaria foram obtidas
diretamente com auxilio de régua em poliestireno Dello de 30cm. Ainda, o peso
placentario total foi obtido imediatamente apds a remocao cirurgica e apos a dissecao

apenas da faixa zonaria.
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Figura4 — (A) Vista da face materna da placenta canina; (B) Vista da face fetal da placenta canina
gy :

Fonte: MARCHETTI, P. M. (2022)

Sequencialmente, as placentas foram fixadas por imersdo em formol 10%, em
meédia por 36 horas e armazenadas em alcool 70%. Apds a fixacdo, iniciou-se o
processo de obtencdo das amostras sistematicas, randémicas e uniformes. Para
tanto, a placenta foi colocada sobre superficie plana, sendo a face materna
estabelecida como plano horizontal e, com auxilio de bisturi com Iamina n® 23 e um
sistema de guia de linhas preparado em acetato (Figura 5A), a placenta foi seccionada
perpendicularmente ao plano horizontal, gerando fragmentos equidistantes e
paralelos de 2 cm (Figura 5B). Os fragmentos foram, entdo, amostrados de maneira a
formarem dois conjuntos de fatias (A e B). O conjunto A foi armazenado em alcool
70% e o conjunto B foi novamente seccionado, porém formando fragmentos
equidistantes e paralelos de 1 cm. Uma nova amostragem foi realizada, formando 2
novos conjuntos (BA e BB), sendo o conjunto BB selecionado como um novo conjunto
de amostras representativas.

Os fragmentos foram, entdo, processados seguindo-se técnicas rotineiras,
adotadas no Laboratério de Anatomia MicroscOpica e Imunohistoquimica da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&do Paulo, para
inclusdo em parafina e emblocadas (Figura 5C) tomando-se o cuidado para manter a

adequada orientacéo do tecido (Figura 5D).
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(A) Faixa zonaria inteira, sobreposta em folha de acetado; (B) Faixa zonaria previamente
seccionada com cortes equidistantes e paralelos de 02 cm de largura; (C) Processamento
das amostras, blocos de parafina com as amostras de placenta; (D) Visualizacéo da
orientacao do tecido dentro do bloco de parafina

3

Figura 5 —

Fonte: MARCHETTI, P. M. (2022)

Com auxilio de microtomo rotativo (LEICA RM2265®), foi realizada a
microtomia do tecido, sendo selecionado 1 corte histolégico a cada 300 um, com
espessura de 6 um, totalizando 4 cortes de cada bloco. Os cortes foram colocados em
laminas com extremidade fosca para microscopia e corados com a técnica de
Hematoxilina e Eosina (LILLIE; FULMER, 1976).

As laminas foram analisadas morfo-quantitativamente através da aplicacdo da
técnica de microscopia de luz. A analise histol6gica teve como objetivo caracterizar a
regido dos hematomas marginais e labirinto placentario (zona glandular, zona
juncional e zona lamelar) em suas faces materna e fetal e identificar a constituicao
celular e possiveis alteracdes morfoldgicas. Na regido dos hematomas marginais,
foram analisadas a intensidade das areas com aglomerado de eritrocitos, presenca
de trombos vermelhos, células inflamatérias, granulos de hemossiderina e
hematoidina. Na regido da zona glandular, foram analisadas a intensidade das areas
com necrose, hemorragia, glandulas endometriais, tecido conjuntivo frouxo,
aglomerado de eritrécitos, malha de fibrina, trombos vermelhos, granulos de
hemossiderina, hematoidina, células trofoblasticas gigantes, células inflamatorias,
calcificacbes e hemacias degeneradas. Na regido da zona juncional, foram analisadas
a intensidade das areas com necrose, aglomerado de eritrécitos, trombos vermelhos,
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malha de fibrina, granulos de hemossiderina, hematoidina, células trofoblasticas
gigantes, células inflamatorias, equindcitos, debris celulares, calcificacdes e hemacias
degeneradas. Na regido da zona lamelar, foram analisadas a intensidade das areas
com necrose, aglomerado de eritrocitos, trombos vermelhos e mistos, malha de
fibrina, granulos de hemossiderina, hematoidina, células trofoblasticas gigantes,
células inflamatérias, calcificacbes, ndOs sinciciais, equinocitos, esquizoécitos,
diapedese de neutrdfilos, picnose das células sinciciotrofoblasticas, tumefacdo das
células citotrofoblasticas, hemécias degeneradas e extravasamento sanguineo.

Para mensuracédo da intensidade dos achados, atribuiu-se o escore de 0 a 3,
sendo o escore 0 — ausente; escore 1 — discreto; escore 2 — moderado; e escore 3 -
acentuado. A nomenclatura utilizada foi referida conforme estabelecido pelo
International Committee on Veterinary Histological Nomenclatura (2017).

5.3.3. Analise estereoldgica placentéaria

O volume total placentario (Vita, cm3) foi determinado pelo principio de
Arquimedes (MANDARIM-DE-LACERDA, 1994). Para tal, a placenta inteira foi
submersa em proveta com volume conhecido (100 mL de &gua) e o fluido deslocado
foi considerado equivalente ao volume da placenta imersa.

Para determinar a densidade especifica, o peso (g) de cada placenta, obtido com
o auxilio de balanca digital (SF-400®), foi dividido pelo volume total placentario (Viotal,
cm?), previamente estimado.

A fracdo de volume (Vv, %) da regido dos hematomas marginais, labirinto
placentario e, quando presente, zona juncional, foi estimada pelo método de contagem
de pontos (HOWARD; REED, 2005). Para tanto, as laminas foram escaneadas com
auxilio do equipamento OLYMPUS BX61VS®, em objetiva de menor aumento (2x),
de modo que o corte histolégico inteiro pudesse ser analisado em uma Unica imagem
(Figura 6). O software Image J (http://rsb.info.nih.gov/ij/) foi utilizado para gerar o
sistema teste de pontos, com area de 4 mm? associada a cada ponto e, sobreposto
nos cortes orientados verticalmente. Os pontos incidentes sobre cada regiédo
placentaria (Ptregizo) € sobre a placenta inteira (Ptpiac) foram somados e a fracdo de

volume (Vv, %) de cada regido placentaria foi estimada usando-se a equagéao (A):
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Zptregiéo
Zptplac

onde, Y Ptregiao € Y Ptpiac S80 @ Soma de todos 0s pontos incidentes em todos os cortes de cada placenta.

(A) Est VVregiﬁo =

Posteriormente, o volume total de cada regido placentaria (VTregizo, cm3) foi
estimado pela multiplicacdo da fracado de volume (Vv, %) de cada regiao pelo volume

total da placenta (VTpiac, cm?), conforme a equacéo (B):
(B) Est VTregiéo = WX VTplac

Figura 6 — Sistema teste para contagem de pontos sobreposto ao corte histolégico de amostra
placentaria, em objetiva de menor aumento (2x)

Fonte: MARCHETTI, P. M. (2022)

Para andlise mais acurada do labirinto, regido na qual ocorre maior troca
materno-fetal, foram selecionadas randomicamente, 10 fotomicrografias do labirinto,
utiizando objetiva de aumento de 40x (MAYHEW, 2003). Sobre estas
fotomicrografias, foi colocado um sistema com 490 pontos por placenta (Figura 7) e
realizada a contagem, para que seja possivel estimar a contribuicdo volumétrica dos
trofoblastos, vasos placentarios, camada acelular, calcificacdes, area de inflamacéao,
hematomas, necrose, hematoidina e granulos de hemossiderina. Para tal, a fracao de
volume de cada estrutura (Vvest) foi obtida utilizando a equagé&o a seguir:

Zptest
C) Est ==
( ) S Vest Zptlab

onde, Y Pt.;é a soma dos pontos incidentes em cada estrutura e Y.Pt,,;, € a soma de todos os

pontos incidentes sobre o labirinto placentario.
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Figura 7 — Sistema contagem de pontos, sobreposto a fotomicrografia do labirinto placentario em
objetiva de maior aumento (40x), para contagem dos pontos incidentes nos trofoblastos,
vasos placentarios, camada acelular, calcificagdes, area de inflamacédo, hematomas,
necrose, hematoidina e granulos de hemossiderina

Fonte: MARCHETTI, P. M. (2022)

Em seguida, o volume total de cada estrutura (VT,s) foi estimado pela
multiplicacdo da fragcdo de volume de cada estrutura (Vy.s:) pelo volume total do

labirinto (VT,,;), conforme equacéo a seguir:

(D) Est VTese = Vyest X VTiap

Para estimar a area de superficie de contato materno-fetal, foi necessario obter
a densidade de superficie (S,) vascular do labirinto placentario. Para tal, utilizou-se o
sistema teste de arcos cicldides sobreposto em 10 fotomicrografias do labirinto de
cada placenta (Figura 8), obtidas randomicamente em objetiva de 40x (BADDELEY et
al., 1986; COAN et al., 2004). Os pontos de interseccao entre 0s arcos testes e 0
endotélio vascular materno e fetal foram somados e o resultado foi inserido na formula
a sequir:

(E) SV — (Zilnte;seg:ﬁ 2)
D t

onde, Yintersec € @ Somatodria dos pontos de interseccdo entre os arcos cicléides e o endotélio
vascular materno e fetal, Ip € o comprimento do arco cicloide (22,64 ym na escala da imagem),

associado a cada ponto e Y Pt € a soma de todos os pontos que incidem sobre o labirinto.

Determinada a densidade de superficie, foi possivel estimar a area de
superficie absoluta (Ssurf, cm3), multiplicando a densidade de superficie (S,) pelo

volume total do labirinto (VTiab), conforme equagao a seguir:

(F) Ssurf = SV X VTlab
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Figura 8 — Sistema teste de arcos cicldides sobreposto em fotomicrografia do labirinto placentério,
em objetiva de maior aumento (40x)

Fonte: MARCHETTI, P. M. (2022)

Para andlise da espessura da barreira interhemal (Ta), seguiu-se procedimento
descrito por Veras (2008) e Coan et.al. (2004), a partir do volume do trofoblasto (Vo)
e da area de superficie vascular materna e fetal (Ssurf), utilizando a equagao a seguir:
2 X Viro

T, =
“ Ssurf

Considerando que os capilares fetais e maternos representam uma rede de
cilindros circulares, a partir do volume total vascular (VTvas) € da area de superficie
vascular (Ssurf), foi possivel estimar o calibre médio total (Cwas) dos vasos de cada

placenta como forma de se avaliar o volume vascular, utilizando a equacéo a seguir:
4 X VT,yqs
(H) Cryas = S
surf

5.3.4. Avaliag&do neonatal

Imediatamente ap6s o nascimento, cada neonato foi classificado (vivo,
natimorto e sexo) e identificado numericamente de acordo com a respectiva placenta.
A mortalidade foi considerada e registrada quando ocorria imediata ao parto
(natimortalidade), em 24, 48 horas e ao final do periodo neonatal, correspondente aos
primeiros 14 dias de vida.

Ao exame fisico, foram avaliados o peso corpéreo, temperatura retal e a
vitalidade neonatal, por escore adaptado a Medicina Veterinaria (Quadro 1). Tal
avaliacéo foi realizada ao nascer, 10 e 60 minutos de vida.
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Quadro 1- Escore de vitalidade neonatal adaptado a espécie canina, Sdo Paulo, 2018

. ESCORE
VARIAVEL
0 1 2
o Presente, porém
Frequéncia L Presente e normal
i Ausente bradicardica
Cardiaca (120 - 220 bpm)
(< 200 bpm)
Frequéncia Irregular Regular e vocalizacéo
. Ausente
respiratoria (< 15 mpm) (15 - 40 mpm)
Tdnus muscular Flacidez Alguma flexao Flex&do
Irritabilidade Reflexa Ausente Algum movimento Hiperatividade
Coloracgéo de ) _ ) i
Cianose e palidez Cianose Roésea
mucosas

Foram realizadas as avaliagdes lactatémicas a partir de amostras colhidas da
veia jugular, com uso de agulhas (24G) e seringas de 1 mL estéreis e descartaveis,
imediatamente depositadas no aparelho de dosagem de lactato sanguineo
(Accutrend® Lactate, Roche Diagndstica). A colheita das amostras sanguineas foi
realizada entre 1-5 minutos de vida, ap0s avaliacdo clinica inicial e 6 horas apds o
nascimento. As concentracfes de lactato foram expostas em mmol/L de sangue e
foram adotados os seguintes valores de referéncia conforme Silva (2008) e
Castagnetti et al. (2017): 6,65 - 8,87 mmol/L (até 5 minutos de vida) e 2,9 - 3,1 mmol/L
(as 6 horas de vida).

Foram procedidas avaliac6es da saturacao periférica de oxigénio (SpO2, %) por
meio de oximetria de pulso, utilizando oximetro neonatal OxiMax N65®, aplicado a
face interna da coxa, sob a topografia da artéria femoral. As avaliagdes ocorreram
logo apGs nascimento, aos10 e 60 minutos de vida. Para avaliagcéo do resultado, foram
adotados os seguintes valores de referéncia, conforme o descrito por Branco et al.
(2011): 70 - 80% (a0 nascimento), 80 - 90% (aos 10 minutos) e acima de 90% (aos 60

minutos).
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5.4. ANALISE ESTATISTICA

Para as variadveis dependentes do porte das matrizes, por exemplo, peso da
placenta, dimensdes placentérias, volume de fluxo sanguineo da artéria umbilical e
uterina e peso corporeo neonatal, foi realizado calculo de normalizacdo de tais
variaveis, considerando-se o volume corporeo da matriz, conforme a seguinte

equacao, adaptada de Bailey et al. (1998):

4
VC=§><7T><W><L><C

Onde, VC é o volume corpéreo materno, W é a distancia (cm) entre as articulacdes escapulo-
umeral direita e esquerda, L é a distancia (cm) entre a borda dorsal da escapula e o mediastino inferior
do esterno na altura da silhueta cardiaca e C é a distancia (cm) entre a articulagdo escédpulo-umeral e

a tuberosidade isquiatica ipsilateral.

Os dados obtidos foram analisados utilizando o software SAS para Windows
(SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA). O efeito dos grupos experimentais, momentos de
avaliacdo, bem como a interacao entre tais fatores, foram estimados pelo PROC GLM.
Através do aplicativo Guided Data Analisys, os dados foram testados quanto a
normalidade dos residuos (distribuicdo normal) e homogeneidade das variancias.
Quando ndo obedeceram a tais premissas, foram transformados e quando a
normalidade nado for obtida, empregou-se, entdo, o procedimento NPARIWAY de
analise de variancia ndo paramétrica.

As variaveis foram analisadas segundo o PROC MIXED por medidas repetidas
no tempo. As diferengas entre os grupos foram analisadas utilizando o teste t de
Student (variaveis paramétricas) e o teste de Wilcoxon (variaveis ndo paramétricas).
O teste LSD foi utilizado para comparar as diferencas ao longo do tempo. As variaveis
respostas foram também submetidas a andlise de correlacdo de Pearson. O nivel de
significancia utilizado foi de 5%. Os resultados foram descritos como média + erro

padréo.
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6. RESULTADOS

Foi observada interacao significativa (p<0,05) entre 0s grupos experimentais
(alta vitalidade vs. baixa vitalidade) e os momentos de avaliagdo (nascimento vs. 10
minutos vs. 60 minutos) apenas para variavel saturacao periférica de oxigénio (Tabela
2). Nao foram observadas interacdes estatisticas para as demais variaveis, sendo
portanto, os resultados expressos considerando o efeito do grupo experimental
separadamente ao efeito do momento de avaliagéo.

Valores de probabilidade para o efeito da condigéo clinica neonatal (Alta vitalidade VS.

Tabela 2 -  Baixa vitalidade) e momento de avaliacdo (hascimento VS. 10 minutos VS. 60 minutos)
e sua interacdo para a saturacao periférica de oxigénio neonatal. Sdo Paulo, 2022

Variaveis Grupo Tempo Grupo X Tempo

Saturacéo periférica de oxigénio neonatal 0.25 0.03 0.05

6.1. ULTRASSONOGRAFIA GESTACIONAL EM MODO M, MODO B E DOPPLER

N&o foi observada diferenca estatistica da frequéncia cardiaca fetal entre os
grupos experimentais (P=0,17 e P=0,38, respectivamente). Porém, observamos
reducdo significativa da frequéncia cardiaca fetal minima (P=0,0002) e maxima
(P<0,0001) no prédromos do parto, em comparacao a avaliacdo realizada aos 57 dias
de gestacéo (Figura 9), independente do grupo experimental.

Figura 9 — Média e erro padrao da frequéncia cardiaca (bpm) fetal minima e maxima aos 57 dias

de gestacao e em prodromos do parto. *indica diferenca estatistica entre momentos de
avaliacdo. Sao Paulo, 2022
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As demais variaveis hemodinamicas da artéria uterina e umbilical ndo diferiram
entre 0s grupos experimentais (Tabela 3 e 4, respectivamente) e momentos de

avaliacdo (Tabela 5 e 6, respectivamente).

Média e erro padréo das variaveis hemodinamicas normalizadas (cm/s) / cm® da

Tabela 3 - L ) . : : ~
artéria uterina nos diferentes grupos experimentais. Sdo Paulo, 2022

o Grupo Alta Grupo Baixa
Variaveis vitalidade vitalidade P
Pico da velocidade sistolica 0,002 + 0,0006 0,001 + 0,0003 0,55
Velocidade diastélica final 0,0009 + 0,0003 0,0006 + 0,0001 0,99
Velocidade média de um ciclo 0,77
i 0,001 + 0,0003 0,001 + 0,0002
cardiaco
indice de pulsatilidade 0,00002 + 3,61 0,00002 + 2,77 0,26
indice de resistividade 0,00001 + 2,34 0,00001 +1,62 0,67
Relacgéo sistole/diastole 0,00005 * 9,23 0,00006 +7,21 0,35

Média e erro padrdo das variaveis hemodindmicas normalizadas (cm/s) / cm?® da

Tabela 4 - . e . . . x
artéria umbilical nos diferentes grupos experimentais. Sdo Paulo, 2022

variaveis Grupo Alta Grupo Baixa p
Vitalidade Vitalidade
Pico da velocidade sistdlica 0,001 + 0,0003 0,001 £ 0,0001 0,52
Velocidade diastélica final 0,0003 + 0,00008 0,0003 + 0,00005 0,83
Velocidade média de um ciclo 0,49
i 0,0007 + 0,0001 0,0007 = 0,0001
cardiaco

indice de pulsatilidade 0,00003 + 6,09 0,00002 + 2,81 0,88
indice de resistividade 0,00001 + 3,37 0,00001 + 1,72 0,90
Relacao sistole/diastole 0,00008 + 0,00001 0,00007 + 0,00001 0,80

Média e erro padrdo das variaveis hemodindmicas normalizadas (cm/s) / cm?® da

Tabela s - artéria uterina aos 57 dias de gestacdo e prodromos do parto. Sdo Paulo, 2022
Variaveis 57 dias Prédromos P

Pico da velocidade sistdlica 0,002 £0,0005 0,001 +0,0004 0,54

Velocidade diastélica final 0,0007 £ 0,0002 0,0007+0,0002 0,73

Velocidade média de um ciclo 0,66

0,001 +0,0003 0,001 + 0,0003

cardiaco
indice de pulsatilidade 0,00002 + 3,76  0,00002 +2,60 0,85
indice de resistividade 0,00001 +2,31  0,00001+1,64 0,80
Relacao sistole/diastole 0,00006 + 9,40 0,00005+6,99 0,65
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Média e erro padrdo das variaveis hemodinamicas normalizadas (cm/s) / cm? da

Tabela 6 - artéria umbilical aos 57 dias de gestacdo e prédromos do parto. Sao Paulo, 2022
Variaveis 57 dias Prodromos P
Pico da velocidade sistélica 0,001 + 0,0002 0,001 + 0,0002 0,47

Velocidade diastélica final 0.0003 + 0,00006 0,0003 + 0,00007 0,49
Velocidade média de um
. 0,0006 + 0,0001 0,0007 + 0,0001 0,62
ciclo cardiaco
indice de pulsatilidade 0,00002 + 3,93 0,00002 + 4,81 0,72
indice de resistividade 0,00001 + 2,38 0,00001 + 2,59 0,87

Relagéo sistole/diastole 0,00008 £ 0,00001 0,00007 £ 0,00001 0,90

6.2. AVALIACAO MORFOLOGICA PLACENTARIA

Foi possivel distinguir com facilidade a regido do labirinto placentario em suas
faces materna e fetal e a regido dos hematomas marginais, 0s quais estavam
presentes bilateralmente em todas as placentas, de coloracdo esverdeada.

A face materna da regido do labirinto placentario apresentou aspecto
esponjoso. No grupo alta vitalidade, 2 placentas (2/10) apresentaram fissuras em toda
sua extensdo (Figura 10A) e coagulos, duas placentas (2/10) apresentaram
secrecOes, sendo 1 placenta (1/10) de coloracdo amarronzada e 1 placenta (1/10) de
coloracdo esverdeada.

Figura 10 — (A) Face materna de placenta pertencente ao grupo alta vitalidade, apresentando fissuras
por toda sua extensdo; (B) Face materna de placenta pertencente ao grupo baixa
vitalidade, apresentando fissuras por toda sua extensdo; (C) Face fetal de placenta
pertencente ao grupo alta vitalidade, apresentando codgulo; (D) Face fetal de placenta
pertencente ao grupo baixa vitalidade, apresentando coagulo

L& o

Fonte: MARCHETTI, PM (2022)
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No grupo baixa vitalidade, 5 placentas (5/12) apresentaram fissuras (Figura
10B) e 1 placenta (1/12) apresentou secrecao de coloracdo amarronzada. No grupo
alta vitalidade, em 4 placentas (4/10), a face materna do labirinto apresentou cor
vermelho escuro, 2 placentas (2/10) vermelho claro, 1 placenta (1/10) marrom, 1
placenta (1/10) preta e 1 placenta (1/10) verde.

No grupo baixa vitalidade, 4 placentas (4/12) apresentaram cor vermelho
escuro, 6 placentas (6/12) vermelho claro, 1 placenta (1/12) preta e 1 placenta (1/12)
verde. Na face fetal do grupo alta vitalidade, 1 placenta (1/10) apresentou coagulos
(Figura 10C), 5 placentas (5/10) apresentaram coloracdo vermelho escuro e 5
placentas (5/10) apresentaram coloracdo vermelho claro. Enquanto no grupo baixa
vitalidade, 1 placenta (1/12) apresentou coagulos (Figura 10D), 5 placentas (5/12)
apresentaram coloragdo vermelho escuro e 5 placentas (7/12) apresentaram
coloracdo vermelho claro.

N&o houve diferenca estatistica entre 0s grupos experimentais para o peso,

largura e comprimento da faixa zonéria das placentas (Tabela 7).

Tabela7 — Média * erro padréo dos valores normalizados do peso, largura e comprimento da
faixa zonaria da placenta canina nos distintos grupos experimentais. Sao Paulo, 2022

Variaveis Grupo Alta Vitalidade Grupo Baixa Vitalidade P
Peso (g/cm?) 0.0007 = 0.0001 0.0004 + 0.00005 0.23
Largura (cm/cm?3) 0.0001 + 0.00002 0.00009 + 0.00001 0.94
Comprimento (cm/cm3) 0.0001 + 0.00004 0.0001 + 0.00001 0.38

Na regido dos hematomas marginais, as placentas do grupo alta vitalidade
apresentaram maior grau de intensidade de aglomerados de eritrécitos (P=0,01) e
menor grau de intensidade de granulos de hemossiderina (P=0,01), em comparacao

ao grupo baixa vitalidade (Figura 11).
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Figura 11 — Média e erro padrdo do grau de intensidade (0 a 3) do aglomerado de eritrcitos e
granulos de hemossiderina nos hematomas marginais dos distintos grupos
experimentais. Sdo Paulo, 2022
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Na regido da zona glandular, as placentas do grupo alta vitalidade
apresentaram maior concentracao do pigmento hematoidina, quando comparadas ao
grupo baixa vitalidade (Figura 12).

Figura 12 — Média e erro padrao do grau de intensidade (0 a 3) do pigmento hematoidina na zona

glandular da placenta nos distintos grupos experimentais. Sao Paulo, 2022
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Na regido da zona juncional das placentas, foi observada menor concentracao
de malha de fibrina no grupo alta vitalidade, quando comparada ao grupo baixa
vitalidade (Figura 13).
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Figura 13— Média e erro padrdo do grau de intensidade (0 a 3) da malha de fibrina na zona
juncional nos distintos grupos experimentais. S&o Paulo, 2022
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Na regido da zona lamelar das placentas, ndo houve diferenca significativa

entre o grupo alta e baixa vitalidade nos distintos atributos avaliados (Tabela 8).

Tabela 8 - Valores médios * erro padrdo das variaveis histolégicas da zona lamelar da

placenta dos distintos grupos experimentais. Sado Paulo, 2022

Grupo Alta

Grupo Baixa

VARIAVEL Vitalidade Vitalidade "
Necrose 0,80 £ 0,20 0,75+0,27 0,88
Aglomerado de eritrocitos 2,60 +£0,22 2,25+0,17 0,22
Trombos vermelhos 1,20+ 0,24 1,25 + 0,27 0,89
Trombos mistos 0,60 + 0,26 0,91+0,31 0,46
Malha de fibrina 2,20+£0,13 2,25+0,21 0,85
Gréanulos de hemossiderina 1,90 £ 0,27 1,25+ 0,21 0,07
Hemotoidina 1,40 £ 0,26 1,58 £ 0,25 0,63
Células trofoblasticas gigantes 0,30+ 0,15 0,41+0,19 0,65
Células inflamatérias 2,00+ 0,29 2,16 £ 0,24 0,66
Calcificacbes 1,70 £ 0,26 2,25+ 0,25 0,14
N6 sincial 1,70+ 0,26 2,16 £0,20 0,17
Equindcitos 1,20+ 0,29 0,91+0,14 0,37
Esquizdcitos 0,80 + 0,20 0,33+£0,14 0,06
Diapedese de neutrdfilos 1,10 + 0,23 1,41 + 0,25 0,38
Picnose das células sinciciotrofoblésticas 1,70+ 0,21 2,25+0,17 0,06
Tumefacao das células citotrofoblasticas 1,60+ 0,16 1,75+ 0,21 0,60
Hemécias degeneradas 1,90+ 0,17 2,25+0,17 0,18
Extravasamento sanguineo 1,00 £ 0,39 0,16 £ 0,11 0,06
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6.3. ANALISE ESTEREOLOGICA PLACENTARIA

A é&rea de superficie absoluta de contato materno-fetal foi maior (P=0,02) no
grupo alta vitalidade, em comparagao ao grupo baixa vitalidade (Figura 14).

Média e erro padrao da area de superficie absoluta de contato materno-fetal nos

Figura 14 —
distintos grupos experimentais. Sao Paulo, 2022
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Nao foram observadas diferencas estatisticas entre 0os grupos experimentais

nas demais variaveis estereoldgicas da faixa zonéria da placenta (Tabela 9).

Valores médios normalizados + erro padrdo das varidveis estereoldgicas da

Tabela9-  faixa zonaria da placenta nos grupos alta vitalidade e baixa vitalidade. S&o
Paulo, 2022
VARIAVEL GRUPO ALTA GRUPO BAIXA P

Volume total placentério 0,0007 £ 0,0001

0,00004 + 9,91

0,0004 + 0,00004 0,09

Densidade especifica placentéria 0,00003 +5,34 0,26

Volume total - hematomas marginais 0,02 +£ 0,004 0,01 + 0,001 0,08
Volume total - zona juncional 0,01 + 0,002 0,006 = 0,0009 0,07
Volume total - labirinto 0,03 £ 0,007 0,02 = 0,002 0,17
Contribuicdo volumétrica - trofoblasto 0,57 + 0,12 0,44 + 0,04 0,47
Contribuicdo volumétrica - vasos placentéarios 0,56 + 0,13 0,63 + 0,06 0,57
Contribuicédo volumétrica - camada acelular 0,48 + 0,06 0,65 + 0,05 0,10
Contribui¢&@o volumétrica - calcificacdes 0,18 £ 0,07 0,07 £ 0,02 0,08
Contribuicdo volumétrica - area de inflamacao 0,11 £ 0,09 0,02 £ 0,006 0,93
Contribuicéo volumétrica - hematomas 0,33+0,10 0,17+0 0
Contribuicéo volumétrica - necrose 0,03+ 0,01 0,01 + 0,007 0,52
Contribuicdo volumétrica - hematoidina 0,02 + 0,006 0,01 + 0,004 0,10
Contribuicdo volumétrica - hemossiderina 0,002+0 0,03 +£ 0,008 0
Espessura da barreira interhemal 0,01 £ 0,003 0,02 + 0,006 0,39
Calibre médio dos vasos maternos e fetais 0,04 £ 0,01 0,04 + 0,007 0,50
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6.4. AVALIACAO NEONATAL

Foi observado menor peso (P=0,003) e temperatura corpérea (P=0,02) nos
neonatos pertencentes ao grupo baixa vitalidade quando comparados ao grupo alta
vitalidade, independente do momento de avaliacédo (Figura 15).

Figura 15— Meédia e erro padréo do peso corpéreo (A) e temperatura corpérea (B) dos neonatos
dos distintos grupos experimentais. Sao Paulo, 2022
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Nos neonatos com baixa vitalidade, a saturagdo periférica de oxigénio
aumentou progressivamente ao longo do periodo experimental, enquanto no grupo

alta vitalidade, ndo houve diferenca entre os distintos momentos de avaliacéo (Figura
16).

Figura 16 - Valores médios + erro padrdo da saturacdo periférica de oxigénio nos grupos alta
vitalidade e baixa vitalidade neonatal ao longo do periodo experimental. a-b diferenca
entre momentos de avaliagdo no mesmo grupo (P<0,05) . S&o Paulo, 2022
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6.5. ANALISES DE CORRELACAO

6.5.1. Grupo alta vitalidade

O escore de mucosas dos neonatos apresentou correlacdo positiva com a
intensidade de areas de necrose na zona juncional (r=0,65; p=0,04) e areas de
calcificacbes na zona lamelar (r=0,62; p=0,05). A saturacao periférica de oxigénio dos
neonatos correlacionou negativamente com a intensidade de &reas com necrose na
zona juncional (r=-0,84; p=0,008), que por sua vez, apresentou tendéncia de
correlacdo positiva com a quantidade de células trofoblasticas gigantes nas zonas
glandular (r=0,63; p=0,06) e juncional (r=0,6; p=0,06).

O peso dos filhotes correlacionou-se positivamente com diversas variaveis
placentarias, entre elas: os volumes totais da placenta (r=0,89; p=0,001), dos
hematomas marginais (r=0,90; p=0,0009), da zona juncional (r=0,81; p=0,007) e da
zona lamelar (r=0,79; p=0,01); as contribuicbes volumétricas do trofoblasto (r=0,88;
p=0,01) e das areas de inflamacao (r=0,83; p=0,04); area de superficie absoluta de
contato materno-fetal (r=0,91; p=0,0005); espessura da barreira interhemal (r=0,93;
p=0,0002) e calibre médio dos vasos placentarios (r=0,86; p=0,002). Na zona lamelar,
0 peso dos neonatos correlacionou positivamente com a intensidade das areas de
calcificacbes (r=0,86; p=0,002), células inflamatdrias (r=0,81; p=0,007) e tendéncia
com a quantidade de trombos (r=0,63; p=0,06), mas houve correlacdo negativa com
a intensidade de picnose das células sinciciotrofoblasticas (r=-0,91; p=0,0006).

A intensidade de areas com trombos nos hematomas marginais correlacionou-
se positivamente com a area de calcificacdo na zona lamelar (r=0,64; p=0,04),
espessura da barreira interhemal (r=0,87; p=0,001), calibre médio dos vasos
placentarios (r=0,73; p=0,01), area de calcificacdo (r=0,61; p=0,05) e quantidade de
células inflamatérias (r=0,61; p=0,05) na zona juncional.

A intensidade de &reas com necrose na zona lamelar correlacionou-se
negativamente com a quantidade de granulos de hemossiderina presentes na zona
lamelar (r=-0,85; p=0,001) e nos hematomas marginais (r=-0,65; p=0,04).

A intensidade de sinciciotrofoblastos picnéticos na zona lamelar apresentou
correlacdo negativa com diversas variaveis, entre elas: areas de inflamacéo (r=-0,85;
p=0,001) e calcificacdo (r=-0,83; p=0,003), area de superficie absoluta de contato

materno-fetal (r=-0,66; p=0,03), volume total placentario (r=-0,65; p=0,04),
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hematomas marginais (r=-0,70; p=0,02) e zona juncional (r=-0,64; p=0,04), espessura
da barreira interhemal (r=-0,78; p=0,007) e calibre médio dos vasos placentarios (r=-
0,72; p=0,01).

O volume total dos hematomas marginais correlacionou-se positivamente com
a area de superficie absoluta de contato materno-fetal (r=0,90; p=0,0003), a area de
calcificacdo na zona lamelar (r=0,73; p=0,01), frequéncia cardiaca dos neonatos
(r=0,65; p=0,03), espessura da barreira interhemal (r=0,76; p=0,01) e calibre médio
dos vasos placentérios (r=0,72; p=0,01). O volume total da zona juncional
correlacionou-se positivamente com a contribuicdo volumétrica de areas com necrose
(r=0,90; p=0,03) e a area de superficie absoluta de contato materno-fetal (r=0,88;
p=0,0008). Ja o volume total do labirinto correlacionou-se positivamente com a area
de superficie absoluta de contato materno-fetal (r=0,94; p=0,0001), espessura da
barreira interhemal (r=0,64; p=0,04) e calibre médio dos vasos placentéarios (r=0,69;
p=0,02).

A contribuicdo volumétrica do trofoblasto correlacionou positivamente com a
contribuicdo volumétrica da area de superficie absoluta de contato materno-fetal
(r=0,94; p=0,004) e areas com trombos na zona lamelar (r=0,84; p=0,03).

Houve correlacdo positiva entre as variaveis hemodinamicas da artéria uterina
e umbilical (Tabela 10).

Coeficiente de correlacéo (r) e nivel de significancia (p) das varidveis hemodindmicas

Tabela 10 - na artéria uterina e umbilical do grupo alta vitalidade. S&o Paulo, 2022
. Artéria umbilical
Artéria Pico da Velocidade Velocidade - - Relacéo
. X P e Indice de Indice de .
uterina velocidade diastoélica média de um - o sistole/
S ; . P pulsatiidade  resistividade 2
sistélica final ciclo cardiaco diastole
Pico da r=0,82; r=0,78; r=0,80; r=0,89; r=0,90; r=0,87;
velocidade
sistolica p<0,0001 p<0,0002 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
. r=0,77; r=0,77; r=0,78; r=0,81; r=0,78; r=0,79;
Velocidade
diastdlica final ~ p<0,0003 p<0,0002 p<0,0002 p<0,0001 p<0,0002 p<0,0002
Velocidade r=0,78; r=0,76; r=0,78; r=0,83; r=0,81; r=0,80;
média de um
ciclo cardiaco p<0,0002 p<0,0004 p<0,0002 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
- r=0,88; r=0,86; r=0,88; r=0,92; r=0,93; r=0,92;
Indice de
pulsatilidade p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
. r=0,94; r=0,92; r=0,94; r=0,96; r=0,96; r=0,97;
Indice de
resistividade p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
~ r=0,89; r=0,87; r=0,88; r=0,92; r=0,94; r=0,92;
Relagéo

sistole/diastole  p<0,0001  p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
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Figura 17 - Diagrama de correlacdo entre as variaveis experimentais do grupo alta vitalidade
neonatal. Séo Paulo, 2022

Temperatura
neonatal

Frequéncia
cardiaca
neonatal

Areas de
inflamacdo
HM

Densidade placentaria

Calibre
médio
dos vasos
placentérios

Area de necrose 7

Espessura
da barreira
interhemal

Areas de
calcificagdo Z2J

Granulos de
hemossiderina
ZL

Volume total
7]

Fonte: MARCHETTI, PM (2022)

6.5.2. Grupo baixa vitalidade

A frequéncia cardiaca dos neonatos correlacionou-se negativamente
com a intensidade de hematoidina nos hematomas marginais (r=-0,69; p=0,01). A
intensidade de glandulas endometriais identificadas na zona glandular correlacionou-
se negativamente com a frequéncia respiratéria (r=-0,79; p=0,01) e escore de
vitalidade neonatal (r=-0,62; p=0,05).

A intensidade de granulos de hemossiderina nos hematomas marginais
correlacionou-se negativamente com a contribuicdo volumétrica de necrose (r=-0,88;
p=0,02), frequéncia cardiaca dos neonatos (r=-0,67; p=0,02), intensidade das areas
de calcificagdes (r=-0,65; p=0,02) e inflamac¢des na zona lamelar (r=-0,62; p=0,03) e
positivamente com a temperatura corpérea dos neonatos (r=0,64; p=0,02). Nas zonas
glandular e juncional, a intensidade de granulos de hemossiderina correlacionou-se

positivamente com a intensidade das areas de calcificagdes na zona lamelar (r=0,83;
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p=0,003 e r=0,60; p=0,03, respectivamente), inflamacdes na zona glandular (r=0,71;
p=0,02 e r=0,71; p=0,02, respectivamente) e a saturacdo periférica de oxigénio dos
neonatos (r=0,77; p=0,04 e r=0,75; p=0,02, respectivamente). Na zona lamelar, a
intensidade de granulos de hemossiderina correlacionou-se positivamente com o
escore de vitalidade neonatal (r=0,60; p=0,03) e negativamente com 0 volume total
placentario (r=-0,62; p=0,03), volume total do labirinto (r=-0,63; p=0,02) e a
contribuicdo volumétrica do trofoblasto (r=-0,72; p=0,01).

A quantidade de esquizdcitos no labirinto apresentou correlacdo negativa com
a frequéncia cardiaca (r=-0,72; p=0,01) e respiratéria (r=-0,71; p=0,02) e escore de
mucosas dos neonatos (r=-0,63; p=0,02). A intensidade de sinciciotrofoblastos
picnoticos na zona lamelar correlacionou-se positivamente com a intensidade de
trombos presentes na zona lamelar (r=0,82; p=0,001) e a intensidade de areas com
necrose na zona glandular (r=0,73; p=0,01) e, negativamente, com a intensidade de
trombos presentes nos hematomas marginais (r=-0,81; p=0,001), a espessura da
barreira interhemal (r=-0,76; p=0,004) e o calibre médio dos vasos placentérios (r=-
0,67; p=0,01).

O volume total placentario correlacionou-se positivamente com o calibre médio
dos vasos placentarios (r=0,58; p=0,04), negativamente com a intensidade das areas
de necrose nas zonas glandular (r=-0,67; p=0,03), juncional (r=-0,79; p=0,002) e
lamelar (r=-0,55; p=0,05).

Houve correlacdo positiva entre as variaveis hemodinamicas da artéria uterina
e umbilical (Tabela 11).

Coeficiente de correlacdo (r) e nivel de significAncia (p) das variaveis
Tabela 11 — hemodinamicas na artéria uterina e umbilical do grupo baixa vitalidade neonatal.
Séo Paulo, 2022

. Artéria umbilical
Arteria Pico da Velocidade Velocidade

. indice de indice de Relagdo
uterina velocidade diastélica média de um ulsatilidade  resistividade sistole/
sistélica final ciclo cardiaco P diastole
Pico da r=0,89; r=0,89; r=0,91; r=0,92; r=0,91; r=0,84;
velocidade
sistélica p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
. r=0,89; r=0,82; r=0,92; r=0,92; r=0,94; r=0,93;
Velocidade
diastdlica final p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
Velocidade média r=0,90; r=0,85; r=0,93; r=0,94; r=0,95; r=0,91;
de um ciclo p<0,0001  p<0,0001  p<0,0001  p<0,0001  p<0,0001  p<0,0001
indice de r=0,69; r=0,71; r=0,71; r=0,73; r=0,74; r=0,68;

pulsatilidade p<0,0008 p<0,0004 p<0,0004 p<0,0003 p<0,0002 p<0,0001
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indice de r=0,78; r=0,87; r=0,82; r=0,88; r=0,91; r=0,75;
resistividade p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
~ r=0,65; r=0,73; r=0,65; r=0,73; r=0,75; r=0,60;
Relagéo

sistole/diastole p<0,001 p<0,0002 p<0,001 p<0,0002 p<0,0001 p<0,004

Figura 18 -  Diagrama de correlacdo entre as variaveis experimentais do grupo baixa vitalidade
neonatal. Séo Paulo, 2022
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7. DISCUSSAO

A identificagcéo de alteragcfes utero-placentarias com impacto direto ou indireto
na vitalidade neonatal canina é motivo de estudo continuo na Medicina Veterinaria,
embora ja se tenha amplo conhecimento na Medicina Humana. Desta maneira, 0
presente experimento contribui para o entendimento da relacdo entre a morfo-
funcionalidade placentaria e a hemodinAmica materno-fetal sobre o desempenho dos
neonatos caninos no periodo de transi¢cdo imediato.

Embora diversos estudos tenham sido realizados com o intuito de definir
valores hemodinamicos normais das artérias uterinas e umbilicais no periparto de
cadelas (NAUTRUP, 1996 e 1998; DI SALVO et al., 2006; BLANCO et al., 2008 e
2011; SIMOES et al., 2011; GIANNICO et al., 2015; RUFINO et al., 2022), o presente
trabalho tracou uma relacéo entre a hemodinamica gestacional e atributos clinicos do
neonato canino. Nao observamos reducdo do indice de resistividade da artéria
umbilical & eminéncia do parto, diferentemente do relatado por GIANNICO et al.
(2015), embora os referidos autores ndo tenham considerado a influéncia do peso
corporeo das fémeas. O fluxo sanguineo da artéria umbilical pode sofrer influéncia,
além do momento da gestacao, da posi¢do e numero de fetos no corno uterino, idade
materna e raga. Desta maneira, acreditamos que o posicionamento uterino dos fetos
avaliados no presente experimento (extremidade cranial de cada corno uterino), bem
como a normalizacao do fluxo sanguineo pelo perimetro corpéreo materno, sejam os
principais motivos pelos quais néo foi verificada reducéo esperada da resisténcia da
artéria umbilical ao término da gestacéo. Cabe ressaltar que o indice de resistividade
dos vasos sanguineos também é regulado pela pressao sanguinea, a qual eleva-se
durante o terco final da gestacdo em cadelas (ROSA, 2018). Ademais, o perfil
hormonal em tal periodo gestacional favorece a maior resistividade vascular,
representado por reducdo de agentes vasodilatadores (niveis séricos de progesterona
e dopamina) e acdo de substancias vasoconstritoras (prolactina, arginina-
vasopressina e angiotensina II) (CONCANNON et al., 1989; OKKENS et al., 1997,
FREEMAN et al., 2000, OLIVEIRA et al., 2006; BLANCO et al., 2011; JURADO et al.,
2018).

Avaliando-se os resultados hemodinamicos da artéria uterina e umbilical, nota-
se gque a vascularizacdo da unidade feto-placentaria ndo exerce influéncia sobre a

vitalidade do neonato canino ao nascimento, diferentemente do observado para a
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espécie humana (STUART et al., 1980; CAMPBELL et al., 1986; GUDMUNDSSON et
al., 1990; JURKOVIC et al., 1991; DIAS, 2005). Desta forma, infere-se a existéncia de
um possivel mecanismo de compensagao vascular na espécie canina, permitindo a
manutencdo de adequada vascularizacdo fetal, a despeito de mudangas
hemodinamicas fisiolégicas do organismo materno. Por outro lado, a diminuicao
significativa da frequéncia cardiaca fetal a proximidade do parto (prédromos)
demonstra que o aumento da tonicidade uterina, juntamente com episodios
intermitentes de contragdo levam a resposta vascular fetal, denotando bradicardia
qguando o fluxo sanguineo uterino sofre alteracdes.

Com relacao a analise macroscoépica da morfologia placentaria, as regides do
labirinto e hematomas marginais puderam ser facilmente identificadas, embora com
coloracdo distinta daquela descrita na literatura (vermelho claro, vermelho escuro,
marrom, verde e preta) (AMBROSIO, 2004; COSTA, 2015). Na face materna da regiao
do labirinto, foram observadas fissuras a semelhanca da placenta das gatas, portanto,
podendo ser classificada também como placenta zondéria anular incompleta
(AMBROSIO et al., 2004). A analise morfolégica da placenta, ndo foi possivel
evidenciar diferencas no peso, largura e comprimento da faixa zonaria entre os grupos
de alta e baixa vitalidade neonatal. De fato, estudos anteriores atestam que o peso
placentario ndo interfere com sua capacidade funcional (ARNOLD et al., 2001;
VONNAHME et al, 2001; REYNOLDS et al., 2005), ndo sendo, portanto,
caracteristicas a serem consideradas como influenciadoras do desempenho clinico
neonatal em caes. Por outro lado, na regido dos hematomas marginais, a placenta de
filhotes com alta vitalidade apresentou maior intensidade de aglomerado de eritrécitos
e menor intensidade de granulos de hemossiderina. Tal resultado sugere que
eritrécitos maternos penetram nas células trofoblasticas, atuando no mecanismo de
transporte materno-fetal, permitindo melhor resposta adaptativa neonatal ao ambiente
extra-uterino. Porém, de acordo com Ambrdsio (2004), os hematomas marginais da
placenta canina apresentam funcéo fagocitaria e eritrofagocitaria (endocitose férrica)
até o terco médio gestacional, e transferéncia de nutrientes para o feto a partir do terco
final da gestacdo. De fato, a intensidade de granulos de hemossiderina nos
hematomas marginais apresentou correlagdo negativa com a frequéncia cardiaca dos
neonatos de baixa vitalidade, sugerindo que a diminuicdo da funcdo do hematoma
marginal no armazenamento de ions de ferro (funcdo da hemossiderina) tenha sido

substituida pelo transporte nutricional e, portanto, contribuido para melhor adaptacao
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cardiovascular dos filhotes (GIKOVATE, 1945; GROTTO, 2008; HENRY, 2008;
CARVALHO et al.,, 2015). De outra forma, a menor deposicdo dos granulos de
hemossiderina nas areas de hematoma marginal nos filhotes com alta vitalidade pode
ser decorrente do maior aporte de ferro para os fetos ao final da gestacéo e, portanto,
menor quantidade de armazenamento na forma de pigmento de hemossiderina no
tecido placentario.

As placentas dos neonatos com alta vitalidade ao nascimento apresentaram
maior concentracdo de hematoidina na zona glandular e menor concentragdo de
malha de fibrina na zona juncional. A hematoidina € um pigmento derivado da
bilirrubina, mas ndo possui capacidade de armazenamento de ferro, e € participante
de coagulos e focos hemorragicos crénicos. A presenca de hematoidina na zona
glandular da placenta é um resultado interessante, uma vez que é um pigmento
caracteristico dos hematomas marginais. Furukawa et al. (2014) atestaram que a zona
glandular da placenta canina é composta por restos glandulares e endometriais e
apresenta aspecto necrotico fisiolégico ao desprendimento da placenta durante o
parto. Portanto, acreditamos que tal necrose seja do tipo coagulativa, pois a isquemia
decorrente do descolamento placentario justifica a presenca de hematoidina na regiao
glandular da placenta. Desta maneira, também se reflete em adequada funcionalidade
na prevencdo de processos hemorragicos e perda sanguinea durante a invasao
trofoblastica. De fato, a placenta de filhotes com alta vitalidade apresentou maior area
de superficie absoluta de contato materno-fetal, denotando que a extensao de areas
de troca determina melhor desempenho clinico dos neonatos. Por outro lado,
conforme a invasdo das células trofoblasticas ocorre, predispde-se aos processos
hemorragicos, os quais devem ser contidos por mecanismos coagulatorios. Tal
resultado pode ser corroborado pela positiva correlacao entre o peso dos neonatos e
a contribuicdo volumétrica de hematoidina e a quantidade de trombos na zona lamelar.
Ainda, a contribui¢cdo volumétrica do trofoblasto correlacionou-se positivamente com
areas tromboticas na zona lamelar. Portanto, entende-se que a maior protecao
coagulatoria da placenta contribui para o nascimento de filhotes com maior peso
corpéreo.

De forma contraria, ha zona juncional, houve menor concentra¢do de malha de
fibrina no grupo de filhotes com alta vitalidade ao nascimento, sugerindo reduzida
formacéo de coagulos sanguineos. E importante salientar que a zona juncional da

placenta é a regido de intimo contato materno-fetal (ARALLA et al., 2013; COSTA,
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2015). Portanto, a menor malha de fibrina em tal area placentaria permite que o fluxo
sanguineo direto entre a porcdo materna e fetal ndo seja interrompido pela formacao
de trombos ou coagulos, corroborando com a negativa correlacdo entre a saturacéo
periférica de oxigénio neonatal e a quantidade de areas necrdéticas na zona juncional.
Em estudo realizado com camundongos, foi observado maior quantidade de pontos
hemorragicos na zona juncional das placentas de fémeas sadias (SOUSA, 2018),
podendo talvez, de acordo com 0s nossos achados, estar relacionado com maior
vitalidade neonatal.

Embora nenhum estudo tenha descrito a presenca de esquizécitos na placenta
canina, na medicina humana, a presenca no sangue materno periférico de gestantes
com pré-eclampsia ja tenha sido detectada (NASCIMENTO E SILVA et al., 2008).
Sabe-se que os esquizécitos sdo eritrocitos fragmentados resultantes da hemdlise
mecanica intravascular ou presenca de agentes oxidantes. Em mulheres, esta
relacionado com alteracdes cardiovasculares, incluindo a coagulacao intravascular
disseminada e complicacdes gestacionais como a purpura trombocitopénica
trombotica, sindrome hemolitico-urémica pds-parto e a sindrome HELLP - hemdlise,
niveis elevados de enzimas hepaticas e baixa contagem de plaquetas (FOERSTER,
1998). No presente experimento, embora ndo tenhamos observado diferenca
significativa na quantidade de esquizdcitos placentarios entre 0s grupos
experimentais, houve correlacdo negativa com a frequéncia cardiaca, respiratoria e o
escore de mucosas dos neonatos. Tal resultado sugere que a presenca de
esquizécitos na placenta pode ser um marcador negativo do desempenho clinico
neonatal na fase de transicao.

Os filhotes do grupo de alta vitalidade apresentaram maior peso e temperatura
corpérea, em comparacdo aos neonatos com baixa vitalidade, independente do
momento de avaliagdo. Na Medicina Humana, sabe-se que o baixo peso ao
nascimento é fator de risco para desfechos perinatais adversos (CARRERA, 2000;
BASCHAT et al., 2007; FRANCIOTTI et al., 2010). Desta forma, sugere-se relacdo de
causa e efeito entre o peso do neonato ao nascimento e sua capacidade de
termorregulagdo, ambos influenciando o desempenho clinico geral (vitalidade) na
primeira hora de vida. Ao se analisar os resultados de forma geral, depreende-se que
as caracteristicas placentarias podem influenciar o desenvolvimento fetal e, portanto,

determinar o peso dos filhotes no periodo adaptativo inicial. Por sua vez, filhotes de
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baixo peso ao nascimento possuem desempenho clinico aguém do esperado,

podendo comprometer o desenvolvimento dos filhotes nas futuras etapas de vida.
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CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que:

e A hemodindmica materno-fetal (artéria uterina) e feto-placentaria (artéria
umbilical) ao longo do terco final da gestacdo nao influencia diretamente o
desempenho clinico de neonatos caninos ao nascimento, a despeito da
reducdo na frequéncia cardiaca fetal proxima ao nascimento. Infere-se que
mecanismos de adaptacdo hemodinamicos materno-fetais estdo ativos ao
ponto de ndo comprometerem a vitalidade do recém-nato.

e Distintas caracteristicas morfolégicas e morfométricas da placenta podem
alterar a resposta clinica e vitalidade dos neonatos caninos na fase adaptativa
inicial.

e A morfo-funcionalidade vascular placentaria impde impacto sobre o

desempenho e éxito neonatal durante o periodo adaptativo inicial.



62

9. REFERENCIAS

ALMEIDA, A. H.; STERMAN, F. A.; MIGLINO, M. A. Mensuracao ultra-
sonografica das dimensdes da placenta em gestagcfes normais em cadelas
daraca Boxer e sua relacdo com aidade gestacional. Brazilian Journal of
Veterinary Research and Animal Science. v. 40, p. 136-40, 2003.

ALMEIDA, V.T,; USCATEGUI, R. A. R.; SILVA, P. D. A.; AVANTE, M. L.;
SIMOES, A. P. R.; VICENTE, W. R. R. Hemodynamic gestational adaptation in
bitches. Ciéncia Rural, v. 47, n. 7, 2017.

ALVINO, G.; COZZI, V.; RADAELLI, T.; ORTEGA, H.; HERRERA, E.; CETIN, I.
Maternal and fetal fatty acid profile in normal and intrauterine growth
restriction pregnancies with and without preeclampsia. Pediatric Research, v.
64, p. 615-620, 2008.

AMBROSIO, C. E. A barreira placentaria em cées (Canis familiares.
Linnaesus, 1758): fluxo sanguineo materno fetal. 2004. 95 f. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo
Paulo, 2004.

AMBROSIO, C. E.; MIGLINO, M.A.; LIMA, A. R.; MARTINS, D. S.; ASSIS-NETO,
A. C.; BONATELLI, M.; VERECHA, F. T.; CARVALHO, A. F. Fissura placentaria
de gatas SRD, Felis catus — Linnaeus, 1758. Aspectos macro e
microscopicos Placental fissure in mongrel cats, Felis catus - Linnaeus,
1758. Gross and microscopical aspects. Brazilian Journal of Veterinary
Research and Animal Science, v. 41, p. 81-85, 2004.

ARALLA, M.; GROPPETTI, D.; CALDARINI, L.; CREMONESI, F.; ARRIGHI, S.
Morphological evaluation of the placenta and fetal membranes during
canine pregnancy from early implantation to term. Research in Veterinary
Science, v. 95, p. 15-22, 2013.

ARNOLD, D. R.; KIRSCH, J. D.; KRAFT, K. C.; REDMER, D. A.; REYNOLDS, L.
P. Relationship among placental vascularity, fetal growth, and offspring
number in sheep. Journal of Animal Science, North Dakota, v. 79, p. 90, 2001.
Supplement 2, Abstract 258.

BADDELEY, A. J.; GUNDERSEN, H. J.; CRUZ-ORIVE, L. M. Estimation of
surface area from vertical sections. Journal of Microscopy, v. 142, p. 259-276,
1986.



63

BAILEY, T. L.; HUDSON, R. S.; POWE, T. A.; RIDDELL, M. G.; WOLFE, D. F.;
CARSON, R. L. Caliper and ultrasonographic measurements of bovine
testicles and a mathematical formula for determining testicular volume and
weight in vivo. Theriogenology, v. 49, p. 581-594, 1998.

BASCHAT, A. A. Fetal growth restriction - from observation to intervention.
Journal of Perinatal Medicine, v. 38, p. 239-246, 2010.

BASCHAT, A. A.; COSMI, E.; BILARDO, C. M.; WOLF, H.; BERG, C.; RIGANO,
S.; GERMER, U.; MOYANO, D.; TURAN, S.; HARTUNG, J.; AMARNATH, B.;
MULLER, T.; BOWER, S.; NICOLAIDES, K.H.; THILAGANATHAN, B.;
GEMBRUCH, U.; FERRAZZI, E.; HECHER, K.; GALAN, H. L.; HARMAN, C. R.
Predictors of neonatal outcome in early-onset placental dysfunction.
Obstetrics & Gynecology, v. 109, p. 253-261, 2007.

BLANCO, P. G.; ARIAS, D. O.; GOBELLO, C. Doppler ultrasound in canine
pregnancy. Journal of Ultrasound in Medicine, v. 27, p. 1745-1750, 2008.

BLANCO, P. G.; BATISTA, P. R.; GOMEZ, F. E.; ARIAS, D. O.; GOBELLO, C.
Echocardiographic and Doppler assessment of maternal cardiovascular
function in normal and abnormal canine pregnancies. Theriogenology, v. 78,
p. 1235-1242, 2012.

BLANCO, P. G.; RODRIGUES, R.; RUBES, A.; ARIAS, D. O.; TORTORA, M.;
DIAZ, J. D.; GOBELLO, C. Doppler ultrasonographic assessment of maternal
and fetal blood flow in abnormal canine pregnancy. Animal Reproduction
Science, v. 126, p. 130-135, 2011.

BORGES, V. T. M.; MATSUBARA, B. B.; PERACOLI, J. C.; CALDERON, I. M. P;
ABBADE, J. F.; RUDGE, M. V. C. Effect of Maternal Hemodynamic Alterations
on the Product of Conception. Revista Brasileira de Ginecologia e Obstetricia,
v. 23, n. 3, p.147-151, 2001.

BROLIO, M. P.; AMBROSIO, C. E.; FRANCIOLLI, A. R.; MORINI, A. C;
GUERRA, R. R.; MIGLINO, M. A. A barreira placentaria e sua funcéo de
transferéncia nutricional. Revista Brasileira de Reproducdo Animal, Belo
Horizonte, v. 34, n. 4, p. 222-232, 2010.

CAMPBELL, S.; PEARCE, J. M.; HACKETT, G.; COHEN-OVERBEEK, T.;
HERNANDEZ, C. Qualitative assessment of uteroplacental blood flow: early
screening test for high-risk pregnancies. Obstetrics & Gynecology, v. 68, p.
649-53, 1986.



64

CARRERA, J. M. et al. Etiology and pathogenesis of intrauterine growth
retardation. In: Kurjak S, Editor. Texbook of perinatal medicine. London:
Parthenon, 2000 p. 1171-1191

CARTER, A. M.; BLANKENSHIP, T. N.; KUNZLE, H.; ENDERS, A. C.
Development of the haemophagous region and labyrinth of the placenta of
the tenrec, Echinops telfairi. Placenta, v. 26, p. 251-261, 2005.

CARVALHO, C. F.; CHAMMAS, M. C.; CERRI, G. G. Principios fisicos do
Doppler em ultrassonografia. Ciéncia Rural, v. 38, p. 872-879, 2008.

CARVALHO, M. C.; BARACAT, E. C. E.; SGARBIERI, V. C. Anemia ferropriva e
anemia de doenca cronica: distarbios do metabolismo de ferro. Seguranca
Alimentar e Nutricional, Campinas, SP, v. 13, n. 2, p. 54-63, 2015.

CASTAGNETTI, C.; CUNTO, M.; BINI, C. Time-dependent changes and
prognostic value of lactatemia during the first 24h of life in brachycephalic
newborn dogs. Theriogenology, v. 94, p. 100-104, 2017.

COAN, P. M.; FERGUSON-SMITH, A. C.; BURTON, G. J. Developmental
dynamics of the definite mouse placenta assessed by stereology. Biology of
Reproduction, v. 70, p.1806-1813, 2004.

DELLMANN, H. D.; BROWN, E. M. Histologia veterinaria. Rio de Janeiro:
Guanabara Koogan, p. 397, 1982.

DI SALVO, P.; BOCCI, F.; ZELLI, R.; POLISCA, A. Doppler evaluation of
maternal and fetal vessels during normal gestation in the bitch. Research in
Veterinary Science, v. 81, p. 382-388, 2006.

DIAS, R. S. P. Rastreamento da insuficiéncia placentéria através do doppler
das artérias uterinas via transvaginal entre 22 e 24 semanas de gestacdao.
Doutorado. Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Rio Grande do Sul,
2005.

ENDERS, A. C.; CARTER, A. M. The evolving placenta: Convergent evolution
of variations in the endotheliochorial relationship. Placenta, v. 33, p. 319-326,
2012.



65

ENGLAND, G.; YEAGER, A.; CONCANNON, P. W. Ultrasound imaging of the
reproductive tract of the bitch. In: Concannon PW, England G, Verstegem Il J,
Linde-Forsberg C. Recent advances in small animal reproduction. Ithaca:
International Veterinary Information Service, USA, 2003.

FELICIANO, M. A. R.; MUZZI, L. A. L.; LEITE, C. A. L. et al. Ultra-sonografia
bidimensional convencional, de alta resolucéo e tridimensional no
acompanhamento da gestacdo em cadela. Arquivo Brasileiro de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, v.59, n.5, p.1333-1337, 2007.

FOERSTER J. Sindromes da fragmentacédo de hemacias. In: Lee GR, Bithell
TC, Foerster J, Athens JW, Lukens JN, editores. Wintrobe hematologia clinica.
Séao Paulo: Manole; 1998. p. 1329-51.

FRANCIOTTI, D. L.; MAYER, G. N.; CANCELIER, A. C. L. Fatores de risco para
baixo peso ao nascer: um estudo de caso-controle. Arquivos Catarinenses de
Medicina, v. 39, n. 3, p. 63-69, 2010.

FRANCISCO, R.P.V.; MIYADAHIRA, S.; ZUGAIB, M. Predicting pH at birth in
absent or reversed end-diastolic velocity in the umbilical arteries. Obstetrics
& Gynecology, v. 107, p. 1042-1048, 2006.

FREEMAN, M.; KANYICSKA, B.; LERANT, A.; NAGY, G. Prolactin: Structure,
Function, and Regulation of Secretion. Physiological Reviews, v. 80, p.1523-
631, 2000.

FROES T. R.; GIL, E. M. U. Avancos da ultrassonografia gestacional em
cadelas. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE REPRODUCAO ANIMAL, 23, 2019,
Gramado. Anais do XXIII Congresso Brasileiro de Reproducéo Animal. Gramado:
CBRA, 2019. p. 248-260.

FURUKAWA, S.; KURODA, Y.; SUGIYAMA, A. A. Comparison of the
Histological Structure of the Placenta in Experimental Animals. Journal of
Toxicologic Pathology, v. 27, p. 11-18, 2014.

GARAVAZZO, S. E. B. Resultados perinatais de fetos gemelares com
discordancia de peso e dopplervelocimetria da artéria umbilical com fluxo
diastoélico presente. Dissertacao (Mestrado) - Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo, 2017.



66

GARDES, T. P. Avaliacdo de parametros respiratorios e hemodinamicos
durante a gestacdo em cadelas de conformacéo braquiocefalica. Tese de
Mestrado. FMVZ, Universidade de S&o Paulo, 2018.

GIANNICO, A. T., GIL, E. M. U,, GARCIA, D. A. A;; FROES, T. R. The use of
Doppler evaluation of the canine umbilical artery in prediction of delivery
time and fetal distress. Animal Reproduction Science, v. 8, p. 105-112, 2015.

GIANNICO, A. T.; GARCIA, D. A. A,; GIL, E. M. U.; SOUSA, M. G.; FROES, T. R.
Assessment of umbilical artery flow and fetal heart rate to predict delivery
time in bitches. Theriogenology, v. 86, n. 7, p. 1654-1661, 2016.

GIKOVATE, F. Fisiopatologia da ictericia. Revista de medicina. edicdo agosto.
p. 253. 1945,

GIL, E. M. U.; GARCIA, D. A. A.; GIANNICO, A. T.; FROES T. R. Use of B-mode
ultrasonography for fetal sex determination in dogs. Theriogenology, v. 84, n.
6, p. 875-879, 2015.

GIL, E. M. U.; GARCIA, D. A. A.; GIANNICO, A. T.; FROES, T. R. Canine fetal
heart rate: Do accelerations or decelerations predict the parturition day in
bitches? Theriogenology, v. 82, p. 933-941, 2014.

GROTTO, H. Z. W. Metabolismo do ferro: uma revisdo sobre os principais
mecanismos envilvidos em sua homeostase. Revista Brasileira de
Hematologia e Hemoterapia, v. 30, n. 5, p. 390-397, 2008.

GUDMUNDSSON, S.; FAIRLIE, F.; LINGMAN, G.; MARSAL, K. Recording of
blood flow velocity waveforms in the utero-placental and umbilical
circulation - reproducibility study and comparison of pulsed and continuous
wave Doppler ultrasound. Journal of Clinical Ultrasound, v. 18, p. 97-101, 1990.

GUIMARAES, C. F.; MEIRELLES, M. G.; FERNANDES, C. B. Eficiéncia
placentaria na espécie equina: quais fatores podem estar relacionados?
Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal Science, Sao Paulo, v. 52,
p. 98-105, 2015.

GUIMARAES, N. M.; BERTATI, L. M.; BESSA, M. F.; ANDREOLI, J. A;
CORTES, J. F. G.; CARVALHO, M. M. L. Relato de caso: Insuficiéncia
placentaria em gestante complicada pela COVID-19. Revista Cientifica
Multidisciplinar Nucleo do Conhecimento. Ed. 02, v. 06, p. 180-187, 2022.



67

HAFEZ, E. S. E.; HAFEZ, B. Reproducéao animal. Sdo Paulo: Manole, 2004. v.
7, p.513.

HENRY, J. B. Diagnosticos clinicos e tratamento por métodos laboratoriais.
Séo Paulo: Manole; 2008. xxiv, p. 1552.

HOWARD, C. V.; REED, M. G. Unbiased Stereology: Three-Dimensional
Measurement in Microscopy. Abingdon, Oxon: Garland Science/Bios Scientific,
2005, p. 103-117.

HYTTEL, P.; SINOWATZ, F.; VEJLSTED, M. Embriologia veterinéria. 2. ed Rio
de Janeiro: Elsevier, 2012. p. 455.

INTERNATIONAL COMMITTEE ON VETERINARY HISTOLOGICAL
NOMENCLATURA. Nomina histological. 6. ed. Revista Zurich, 2017.

JARRETTA, G. B. Ultrassonografia do aparelho reprodutivo em pequenos
animais. In: Carvalho, C.F. Ultrassonografia em pequenos animais. Sao Paulo:
Roca; 2004. p.181-211.

JURADO, S. R.; SILVA, M. E. P.; LOPES, A. M. S. A reducéao da sintese de
oxido nitrico durante gestacao prejudica a microvasculatura cardiaca
neonatal. In: Anais do Congresso Brasileiro de Enfermagem Obstétrica e
Neonatal. Campo Grande, CCARGC, 2018.

JURKOVIC, D.; JAUNIAUX, E.; KURJAK, A. Transvaginal color Doppler
assessment of the uteroplacental circulation in early pregnancy. Obstetrics &
Gynecology, v. 77, p. 365-369, 1991.

KARSDORP, V. H. M.; VANVUGT, J. M. G.; VANGEIJN, H. P.; KOSTENSE, P.
J.; ARDUINI, D.; MONTENEGRO, N. et al. Clinical significance of absent or
reversed end-diastolic velocity wave-forms in umbilical artery. Lancet, v.
344, p. 1664-1668, 1994.

LILLIE, R. D.; FULMER, H. M. Histopathologic technic and practical
histochemistry. 4. ed. New York: McGraw-Hill, 1976.

LOURENCO, M. L. G.; MACHADO, L. H. A. Caracteristicas do periodo de
transicdo fetal-neonatal e particularidades fisiolégicas do neonato canino.



68

Revista Brasileira de Reproducao Animal, Belo Horizonte, v. 37, n. 4, p. 303-308,
2013.

LUZ, M. R. Parto en perras y gatas. Temas de reproduccidon de caninos y
felinos por autores latino-americanos. La Plata: Grafica Latina, p. 237-248,
2004.

MAEDA, M. F. Y.; NOMURA, R. M. Y.; NIIGAKI, J. |.; MIYADAHIRA, S.; ZUGAIB,
M. Relacéo cerebroplacentéaria e acidemia ao hascimento em gestacdes
com insuficiéncia placentaria detectada antes da 342 semana de gestacdao.
Revista Brasileira de Ginecologia e Obstetricia, v. 32, 2010.

MARQUES, M. R.; GRANDI, C.; NASCENTE, L. M. P.; CAVALLI, R. C,;
CARDOSO, V. C. Placental morphometry in hypertensive disorders of
pregnancy and its relationship with birth weight in a Latin American
population. Pregnancy Hypertension. International Society for the Study of
Hypertension in Pregnancy. Elsevier B. V., v. 13, p. 235-241, 2018

MATTOON, J. S.; NYLAND, T.G. Ovaries and uterus. In: Mattoon, J.S., Nyland,
T.G., Small Animal Diagnostic Ultrasound. 3rd ed. Elsevier, Canada, p. 634-654,
2015.

MAYHEW, T. M.; OHADIKE, C, BAKER, P. N.; CROCKER, I. P.; MITCHELL,
C; ONG, S. S. Stereological investigation of placental morphology in
pregnancies complicated by pre-eclampsia with and without intrauterine
growth restriction. Placenta, v. 24, p. 219-226, 2003.

MINISTERIO DA SAUDE. Secretaria de Vigilancia em Satde. Hidatidose
humana no Brasil: manual de procedimentos técnicos para o diagndstico
parasitolégico e imunoldgico. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em
Saude - Fundacao Oswaldo Cruz. Laboratério de Helmintos Parasitos de
Vertebrados. Servico de Referéncia Nacional em Hidatidose — Brasilia: Ministério
da Saude, 2011.

MIYADAHIRA, S.; NOMURA, R. M. Y.; FRANCISCO, R. P. V.; ZUGAIB, M.
Quais as novidades no uso da dopplervelocimetria na insuficiéncia
placentaria? Revista da Associacdo Médica Brasileira, v. 55, 2009.

NASCIMENTO E SILVA, R. F.; RUIZ E RESENDE, L. S.; CARDOSO, B. R,
ABBADE, J. F.; PERACOLI, J. C. Significado da presenc¢a de esquiz6citos no
sangue periférico de gestantes com pré-eclampsia. Revista Brasileira de
Ginecologia e Obstetricia, v. 30, p. 406-412, 2008.



69

NAUTRUP, C. P. Doppler ultrasonography of canine maternal and fetal
arteries during normal gestation. Journal Reproduction Fertility, v. 112, p. 301-
314, 1998.

NAUTRUP, C. P. Duplexsonographie. In: Atlas und Lehrbuch der Ultra-
schalldiagnostik bei Hund und Katze. Han-nover: Schintersche, p. 314-322, 1996.

NETO, A. R. M.; CORDOBA, J. C. M.; PERACOLI, J. C. Etiologia da restri¢&o
de crescimento intrauterino (RCIU). Comunicacédo em Ciéncias da Saude, v. 1,
p. 21-30, 2011.

NYLAND, T. G.; MATTOON, J. S. Ovaries and uterus. In: Small animal
diagnostic ultrasound. 2" ed. Philadelphia: Saunders Company, 2002. p.231-249.

NYLAND, T. G.; MATTOON, J. S. Ovarios y utero. In: Nyland TG, Mattoon JS.
Diagnostico ecogréfico en pequefios animales. 2a ed. Barcelona: Multimedica,
2004. p. 240-256.

OKKENS, A. C.; KOOISTRA, H. S.; DIELEMAN, S. J.; BEVERS, M. M.
Dopamine agonistic effects as opposed to prolactin concentrations in
plasma as the influencing factor on the duration of anestrous in bitches.
Journal of reproduction and fertility, v. 51, p. 55-58, 1997.

OLIVEIRA, E.; MARQUES, J. R. Endocrinologia reprodutiva e controle da
fertilidade da cadela. Revista Brasileira de Reproducao Animal, Belo Horizonte,
v. 30, p. 11-18, 2006.

ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE (OMS). World health statistics 2021:
monitoring health for the SDGs, sustainable development goals. Geneva:
World Health Organization; 2021.

OYEJIDE, L.; MENDES, O. R.; MIKAELIAN, I. A Comprehensive Guide to
Toxicology in Preclinical Drug Development. In: Chapter 10 — Molecular
Pathology: Applications in Nonclinical Drug Development. Academic Press, p.
237-276, 2013.

PARDI, G.; CETIN, I.; MARCONI, A. M.; LANFRANCHI, A.; BOZZETTI, P.;
FERRAZZI, E.; BUSCAGLIA, M.; BATTAGLIA, F. C. Diagnostic value of blood
sampling in fetuses with growth retardation. The New England Journal of
Medicine, v. 328, p. 692-696, 1993.



70

PASCOE, P. J.; MOON, P. F. Periparturient and neonatal anesthesia.
Veterinary Clinics: Small Animal Practice, v. 31, p. 315-340, 2001.

PASTORE, D. E. A.; JALES, R. M. Interpretacéo do Doppler obstétrico na
avaliacdo da vitalidade fetal. Dr Pixel. Campinas, 2016. Disponivel em:
www.fcm.unicamp.br/drpixel/conteudo/interpretacao-do-doppler-obstetrico-na-
avaliacao-da-vitalidade-fetal. Acesso em: 24 Abr. 2019.

PEREIRA, K. H. N. P. Abordagem da asfixia neonatal e infeccdo bacteriana
em neonatos caninos: uso da troponinai e avaliagdo da sepse. 2021. Tese
(Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, universidade
estadual paulista “Julio De Mesquita Filho”, Botucatu, 2021.

PESQUISA NACIONAL DE SAUDE 2013. Acesso e utilizac&o dos servicos de
salde, acidentes e violéncias. Brasil, grandes regifes e unidades da
federacdo. Rio de Janeiro: IBGE, 2015.

PRATS, A. Periodo neonatal. In: Prats, A. Neonatologia e pediatria: canina e
felina. Interbook, S&do Paulo, 2005, p. 30- 341.

PRESTES, N. C.; LANDIM-ALVARENGA, F. C. Obstetricia veterinaria. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan, 2006. p. 42.

RESNIK, R. Intrauterine growth restriction. Obstetrics & Gynecology, v. 99, p.
490-496, 2002.

REYNOLDS, L. P.; REDMER, D. A. Angiogenesis in the placenta. Biology of
Reproduction, North Dakota, v. 64, n. 4, p. 1033-1040, 2001.

ROSA, L. G. P. Mensuracéao de presséo arterial em cadelas gestantes. Anais
do Conic-Semesp, Sao Paulo, v. 6, 2018.

RUFINO, A. K. B.; RODRIGUES, R. P. S.; SILVA, A. B. S.; BARBOSA, M. A. P.
S.; MACEDO, K. V.; SOUSA, F. C. A.; MARQUES, D. C.; COSTA,A. P.R;;
ALVES, F. R. Presumed Normal Hemodynamic Values of the Arteries in the
Final Third Period of Gestation in Bitches. Acta Scientiae Veterinariae, v. 49,
p. 1849, 2022.



71

SCOTTI, L.; DI SALVO, P.; BOCCI, F.; PIERAMATI, C.; POLISCA, A. Doppler
evaluation of maternal and foetal vessels during normal gestation in queen.
Theriogenology, v. 69, p. 1111-1119, 2008.

SILVA, L. C. G. Parametros clinicos, hemogasométricos e radiograficos para
avaliacdo respiratdria de neonato caninos nascidos em eutocia ou
cesariana eletiva. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2008.

SIMOES, C. R. B.; SANTOS, R. V.; SILVA, C. L.: PRESTES, N. C.: VULCANO, L.
C.; MACHADO, V. M. V. Ultrassonografia Doppler na avaliacdo da gestacao
em cadelas. In: Simpdsio Internacional de Diagnéstico por Imagem. 2011.
Revista Medicina Veterinaria. Recife, v. 5, p. 142-144.

STEER, C. V.; CAMPBELL, S.; PAMPIGLIONE, J. S.; KINGSLAND, C. R;;
MASON, B. A.; COLLINS, W. P. Transvaginal colour flow imaging of the
uterine arteries during the ovarian and menstrual cycles. Human
Reproduction, v. 5, p. 391-395, 1990.

STUART, B.; DRUMM, J.; FITZGERALD, D. E.; DIUGNAN, N. M. Fetal blood
velocity waveforms in normal pregnancy. British Journal of Obstetrics and
Gynaecology, v. 87, p. 780-785, 1980.

TEIXEIRA, M. J. D.; WISCHRAL, A. Avaliagdo do desenvolvimento fetal e
acompanhamento da gestacéao e parto pela ultrassonografia em cadelas.
Revista Brasileira de Reproducao Animal, v. 32, p. 16-20, 2008.

TIVANE, C.; RODRIGUES, M. N.; FAVARON, P. O.; NETO, A. C. A.; JUNIOR, E.
H. B.; MIGLINO, M. A. Mechanisms of calcium transport across the placenta.
Journal of Anim Scien, v. 3, p. 13-20, 2013.

TORRES, N. F.; MARETTO, V.; FAES, M. R.; CARVALHO, M.; RAMOS, J. L. G;;
MONTEIRO, S. C.; CUNHA, I. C. N. Ultrassonografia Triplex Doppler da
artéria umbilical paraindicagcdo do momento da cesariana em bulldogs
francés. Congresso Brasileiro de Reproducdo Animal, 22, 2017, Santos, SP.
Anais... Belo Horizonte: CBRA, 2017. Revista Brasileira de Reproducé&o Animal,
Belo Horizonte, v. 41, n. 1, p. 569, 2017.

TURAN, O.M.; TURAN, S.; GUNGOR, S.; BERG, C.; MOYANO, D;
GEMBRUCH, U. et al. Progression of doppler abnormalities in growth
restriction. Ultrasound in Obstetrics & Gynecology, v. 32, p. 160-167, 2008.



72

VANNUCCHI, C. I.; SILVA, L. C. G.; LUCIO, C. F.; REGAZZI, F. M.; VEIGA, G. A.
L.; ANGRIMANI, D. S. Prenatal and Neonatal Adaptations with a Focus on the
Respiratory System. Reproduction in Domestic Animals, v. 47, p. 177-181,
2012.

VEIGA, G. A. L. Caracterizacao das alteracfes hemodinamicas do Utero em
cadelas com hiperplasia endometrial cistica-piometra). Tese (Doutorado) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, S&o
Paulo, 2012.

VERAS, M. M.; DAMACEN-RODRIGUES, N. R.; CALDINI, E. G.; RIBEIRO, A. A.
C. M.; MAYHEW, T. M.; SALDIVA, P. H. N.; DOLHONIKOF. F. Particulate urban
air affects the functional morphology of the mouse placenta. Biology of
Reproduction, Champaign, v. 79, p. 578-584, 2008.

VONNAHME, K. A.; WILSON, M. E.; FORD, S. P. Relationship between
placental vascular endothelial growth factor expression and
placental/endometrial vascularity in the pig. Biology of Reproduction, USA, v.
64, p. 1821-1825, 2001.

WALLENBURG, H. C. S. Hemodynamics in hypertensive pregnancy. In: Rubin
PC, editor. Hypertension in Pregnancy. 1st ed. Amsterdam: Elsevier; 1988. p. 66-
101.



