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RESUMO

Ragas braquicefalicas passaram por constantes modificagdes genéticas para realgar
algumas caracteristicas selecionadas, o que as tornou predispostas a problemas de satde,
como disturbios no parto, anomalias cardiacas e complica¢cdes no trato digestorio e
respiratorio. Por isso, a cesariana eletiva € frequentemente necessaria para essas racas. O
liquido amnidtico é considerado uma matriz promissora para o diagndstico e progndstico
da maturidade canina, mas existem poucos estudos sobre o tema. Compreender sua
composicdo pode ajudar a elucidar a maturidade fetal e identificar alteragdes,
melhorando os cuidados neonatais e aumentando a sobrevivéncia de neonatos com
alteracdes fisiologicas. O objetivo deste estudo foi avaliar marcadores de imaturidade
pulmonar no liquido amnidtico de fetos caninos, empregando o Teste de Clements, a
coloracdo pelo Azul de Nilo e a dosagem de cortisol, além de correlacionar esses
achados com o tipo de parto e a vitalidade neonatal, por meio do escore de Apgar
adaptado. Neste estudo, foram acompanhadas 26 cadelas gestantes: 18 realizaram
cesariana terapéutica, seis realizaram cesarianas eletivas, e duas finalizaram em parto
normal, apesar do encaminhamento inicial para cirurgia. Como métodos, foram
utilizados o Teste de Clements, citologia com coloragdo pelo Azul de Nilo, escore de
Apgar e niveis de cortisol. O Teste de Clements ¢ um método bioquimico empregado na
avaliacdo da maturidade pulmonar fetal, baseado na formagdo ou auséncia de halos de
bolhas resultantes da interagdo do surfactante pulmonar com a solucdo utilizada. Ja a
citologia com coloragdo pelo Azul de Nilo ¢ aplicada para a quantificagdo de células
orangiofilas, originarias da descamacdo da pele fetal, em que se observa aumento
quantitativo proporcionalmente ao avango da maturidade fetal. Na avaliacdo dos
neonatos pelo escore Apgar, a média para as cesarianas eletivas foi de 8,37, enquanto
nas cesarianas emergenciais foi de 9,30, refletindo a necessidade de maior suporte
neonatal em alguns casos. A maturidade pulmonar foi avaliada pelo Teste de Clements,
que mostrou resultados positivos em 23 das 30 amostras, incluindo 20 de racas
braquicefalicas submetidas a cesariana eletiva. Em 10 amostras com presenca de
mecoOnio, os filhotes mantiveram um escore Apgar acima de 7, o que descartou estresse
fetal. No teste de coloracdo com Azul de Nilo, ndo foram encontradas células
alaranjadas indicativas de maturidade fetal, devido a possiveis interferéncias anatdmicas
¢ ao método de coloracao. Por fim, os niveis de cortisol neonatal variaram conforme o
tipo de parto: nas cesareas terapéuticas, os niveis foram mais altos (23+£18 ng/ml),
enquanto nas eletivas, ficaram em 16+9 ng/ml. Esses niveis refletem uma adaptagdo
fisiologica importante para enfrentar os desafios pos-parto, especialmente em partos de
risco.

Palavras-chave: cesariana, liquido amniotico, maturidade fetal



ABSTRACT

Brachycephalic breeds have undergone constant genetic modifications to enhance
selected traits, which has made them predisposed to various health problems, such as
dystocia, cardiac anomalies, and complications in the digestive and respiratory tracts.
For this reason, elective cesarean section is often necessary for these breeds. Amniotic
fluid is considered a promising matrix for the diagnosis and prognosis of fetal maturity
in dogs, but few studies on the topic are available. Understanding its composition may
help elucidate fetal maturity and identify alterations, improving neonatal care and
increasing the survival of neonates with physiological impairments. The objective of this
study was to evaluate markers of pulmonary immaturity in the amniotic fluid of canine
fetuses using the Clements Test, Nile Blue staining, and cortisol measurement, and to
correlate these findings with the type of delivery and neonatal vitality assessed through
the adapted Apgar score.In this study, 26 pregnant bitches were monitored: 18
underwent therapeutic cesarean section, six underwent elective cesarean section, and
two completed gestation with natural birth despite the initial referral for surgery. The
methods employed included the Clements Test, cytology with Nile Blue staining, Apgar
scoring, and cortisol quantification. The Clements Test is a biochemical method used to
assess fetal lung maturity, based on the presence or absence of bubble halos resulting
from the interaction between pulmonary surfactant and the test solution. Cytology with
Nile Blue staining is used to quantify orangeophilic cells originating from fetal skin
desquamation, which increase proportionally with fetal maturation.In the evaluation of
neonates using the Apgar score, the mean value for elective cesarean sections was 8.37,
whereas in therapeutic cesarean sections it reached 9.30, reflecting the need for greater
neonatal support in some cases. Pulmonary maturity was assessed using the Clements
Test, which showed positive results in 23 of the 30 samples, including 20 from
brachycephalic breeds undergoing elective cesarean section. In 10 samples containing
meconium, neonates maintained Apgar scores above 7, ruling out fetal distress. In the
Nile Blue staining test, no orange-stained cells indicative of fetal maturity were
identified, likely due to anatomical interferences or limitations of the staining method.
Finally, neonatal cortisol levels varied according to the type of delivery: in therapeutic
cesarean sections, levels were higher (23 + 18 ng/ml), while in elective cesareans they
averaged 16 + 9 ng/ml. These values reflect an important physiological adaptation to
cope with postnatal challenges, especially in high-risk deliveries.

Keywords: cesarean section, amniotic fluid, fetal maturity
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1. INTRODUCAO

O cao braquicefalico ¢ resultado da selegdo artificial, originando ragas como pug,
bulldog inglés, bulldog francés, boston terrier e boxer, caraterizados por tragos faciais infantis,
o que fez com que aumentassem sua popularidade, embora também estejam associadas a
sérios problemas de saude (Ekenstedt et al., 2020; Freiche; German, 2021). Entre eles,
destaca-se a alta incidéncia de partos distocicos, que leva a indicagdo frequente de cesarianas
eletivas (60-80%) (Gilson, 2003; Wydooghe et al., 2013). Ainda assim, a mortalidade
perinatal canina supera 30%, principalmente pela imaturidade fetal em fungdes como
respiragdo, termorregulagdo, imunidade e metabolismo (Indrebo; Trangerud; Moe, 2007;
Tonessen et al., 2012; Vannucchi et al., 2012; Lourengo; Machado, 2013). Consequentemente,
neonatos sdo altamente suscetiveis a hipoxia, hipotermia, hipoglicemia e infec¢des, sendo a
transicao para a respiracdo pulmonar o ponto mais critico da sobrevivéncia inicial (Miinnich;
Kiichenmeister, 2014; Elbay et al., 2016).

Nesse cenario, o liquido amnidtico surge como ferramenta promissora para avaliar a
maturidade fetal e favorecer a sobrevivéncia de fetos com comprometimento sist€émico,
embora os estudos veterinarios sejam escassos e voltados principalmente a espécies de grande
porte (Zaremba et al., 1997; Castagnetti et al., 2007; Riva et al., 2023). O conhecimento de
sua composi¢ao pode aprimorar o manejo clinico e favorecer a sobrevivéncia de neonatos em

risco (Cagdas et al., 2000; Riva et al., 2023).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Gestacao e parto
A gestacdo de humanos e cdes apresentam diferencas marcantes, sobretudo em sua

duragdo, tipo placentario e mecanismos hormonais que desencadeiam o parto. Nos humanos, a
gestacdo dura em média 280 dias, permitindo um desenvolvimento fetal completo, enquanto
em caes dura aproximadamente 63 dias, resultando em neonatos imaturos que necessitam de
maiores cuidados po6s-natais (Martin, 2003; Crews; Gerber, 2003; Carter, 2020).

A placenta humana, classificada como hemocorial, promove trocas metabdlicas
amplas e passagem de anticorpos maternos, conferindo prote¢ao imunologica ao feto antes do

nascimento (Mossman, 1987; Enders, 2002; Carter; Enders, 2004). Ja nos caes, a placenta
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endotélio-corial ¢ menos invasiva, limitando as trocas materno-fetais; por isso, a imunidade
passiva depende principalmente da ingestdo de colostro nas primeiras horas de vida (Nowak
etal., 2017).

O inicio do parto humano resulta da interacdo entre aumento de ocitocina e
prostaglandinas, queda relativa de progesterona e producdo de cortisol fetal, que amadurece
os pulmdes e estimula contragdes uterinas (Challis et al., 2000; Thornton et al., 2015). Nos
caes, o parto ¢ desencadeado predominantemente pelo cortisol fetal, que promove a sintese de
prostaglandinas placentarias e a queda da progesterona, conduzindo as contragdes uterinas e
dilatacdo cervical. Diferente dos humanos, a ocitocina materna ndo ¢ determinante para o

inicio, mas auxilia na fase final, refor¢ando as contragdes (Concannon et al., 2001).

2.2 Cesariana eletiva

Existem alguns fatores que incitam o planejamento da cesariana eletiva , de modo a
evitar um possivel parto distdcico, que colocaria em risco a vida da progenitora e dos filhotes.
De acordo com uma pesquisa feita por EVANS e colaboradores 2010, numa analise de 13.141
cadelas, de 151 ragas diferentes, cinco das 10 ragas com maior registro de cesarianas eram
braquicefalicas e dentro dessas, a percentagem de cesarianas nas racas Boston Terrier,
Bulldog Francés e Bulldog Inglés foi superior a 80%. Cadelas de ragas braquicefélicas
apresentam risco significativamente aumentado de complicagdes perinatais, sendo quase 11
vezes superior ao de outras ragas, devido a desproporcao entre o didmetro cefalico fetal e o
canal do parto (Uchanska et al., 2022). Por essa razao, a cesariana eletiva tornou-se pratica
comum, uma vez que o parto natural implica riscos elevados para a ninhada, levantando
inclusive questdes éticas e de bem-estar animal na criagdo dessas ragas. Situagdes de
sofrimento fetal, identificadas por bradicardia, ou falhas no parto natural indicam a
necessidade de intervengao cirtrgica (Davidson, 2010; Traas, 2008a). A cesariana ¢
necessaria em 60 a 80% dos casos de distocia em cadelas (Gilson, 2003). Apesar de ser uma
medida frequente, alguns estudos indicam impacto negativo das cesarianas em racas
braquicefalicas sobre a sobrevivéncia neonatal (Moon et al., 2000; Wydooghe et al., 2013).

A hipoxia perinatal decorrente da distocia constitui a principal causa ndo infecciosa de
mortalidade neonatal, sendo responsavel por até¢ 90% das mortes nas primeiras 48 horas de
vida (Kunchensmeister; Miinnich, 2014). Embora a hipdxia transitéria durante o parto seja
fisiologica, a hipoxia prolongada em casos de distocia pode levar ao obito fetal (Vannucchi et

al., 2012). Além disso, a prematuridade e os partos cirargicos podem estar associados a
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insuficiéncia respiratéria e imaturidade pulmonar (Vannucchi et al., 2012, 2015). Diante
desses riscos, a ressuscitagdo neonatal imediata apos cesariana ¢ fundamental para reduzir a
mortalidade precoce e favorecer a sobrevivéncia durante as primeiras semanas de vida
(Davidson, 2010; Moon et al., 2001). Nesse contexto, o escore de Apgar adaptado para
medicina veterindria representa um método eficaz para avaliagdo da viabilidade neonatal e
prognostico de sobrevivéncia a curto prazo, considerando parametros como frequéncia
cardiaca, frequéncia respiratoria, coloragdo das mucosas, reflexos e mobilidade (Groppetti et

al., 2010; Lucio et al., 2009; Silva et al.,2009; Veronesi et al., 2009).

2.3 Neonatologia veterinaria

A neonatologia estuda os recém-nascidos, sua fisiologia especifica e os cuidados
necessarios para garantir a sobrevivéncia nesse periodo critico, considerado a fase da vida que
demanda maior atencdo médica (Lourenco, 2015). O interesse pela area tem crescido em
razdo da elevada mortalidade de filhotes sem assisténcia adequada, estimada entre 20 e 30%,
acarretando perdas financeiras, genéticas e emocionais (Dumon, 2005; Petersen, 2011). Entre
os principais fatores de risco destacam-se a imaturidade fetal no momento do nascimento,
relacionada especialmente a funcdo pulmonar, termorregulacdo, imunidade e metabolismo
energético (Lourengo, 2013; Machado, 2013; Vannucchi et al., 2012). A imaturidade
pulmonar constitui a principal causa de mortalidade em filhotes prematuros, uma vez que a
deficiéncia na troca gasosa pode levar a sindrome do desconforto respiratério (SDR)
(Vannucchi et al., 2012). A SDR neonatal ¢ caracterizada pela baixa producao de surfactante
ou imaturidade estrutural pulmonar, afetando principalmente filhotes prematuros. Nesse
contexto, a avaliagdo da maturidade pulmonar fetal ¢ fundamental para orientar condutas
obstétricas, sendo a prevencdo do parto prematuro a principal medida para reduzir a

morbidade e mortalidade respiratoria neonatal (Taborda et al., 1998).

2.4 Liquido amniético

O liquido amnidtico (LA) contém uma grande quantidade de células em suspensao,
cuja composi¢do varia conforme o estidgio gestacional, refletindo tanto a maturagdo fetal
quanto o desenvolvimento dos anexos embriondrios (Gosden, 1983). De aspecto claro e
aquoso, o LA envolve o feto, proporcionando protecdo contra choques mecanicos, permitindo
seu crescimento intrauterino e auxiliando no desenvolvimento pulmonar e gastrointestinal,
além de atuar como mediador das trocas quimicas e celulares entre mae e feto (Subramaniam

et al., 2018). Sua composicdo ¢ majoritariamente formada por agua, eletrolitos, lipidios,
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proteinas, hormoénios e células, elementos que tornam o LA um recurso valioso para o
diagnostico pré-natal, ja que contém informacdes biologicas da placenta e do feto. Assim, sua
analise pode prever complicacdes gestacionais por refletir mecanismos bioldgicos
fundamentais (Subramaniam et al., 2018; Li et al., 2023; Khatibani, 2018). Diversos testes
bioquimicos, citoldgicos, imunologicos e biofisicos podem ser aplicados ao LA para avaliar a
maturagdo pulmonar, renal e epidermal (Kjeldsberg; Knight, 1998; Miron, 2012). No entanto,
devido a ocorréncia de resultados falso-negativos, recomenda-se a utilizagdo combinada de

diferentes parametros para reduzir a margem de erro (Mathias et al., 1985).

2.6 Alteracoes no liquido amnidtico

O hormonio cortisol desempenha um papel fundamental na fase inicial de maturagao
fetal no utero e na adaptagdo inicial dos neonatos. Em um estudo, B. BOLIS 2017, realizou
uma andlise das concentragdes de cortisol nos liquidos amniotico e alantdide e foi observado
que as concentracoes de cortisol eram mais elevadas no liquido alantéide quando comparado
ao liquido amniotico. Porém, nos filhotes que nao sobreviveram as primeiras 24 horas de vida,
as concentragdes de cortisol eram mais elevadas no liquido amniético. Isso propde que a
avaliacdo da concentracao de cortisol no liquido amnidtico pode auxiliar na identificagao de
filhotes que necessitam de cuidados especiais durante as primeiras 24 horas de vida (Bolis e?
al., 2017). A alteragdo mais recorrente ¢ a coloragdo amarelada, resultante da presenga de
mecodnio, substincia de aspecto espesso ¢ amarronzada/amarelada acumulada no célon fetal
durante a gestagao. O meconio ¢ composto por agua, cé€lulas epiteliais descamadas, restos do
trato intestinal e urinario, vernix caseoso e secregoes gastrointestinais (Ghidini; Poggi, 2009;
Gohil; Soni; Vaishnav, 2015).

A eliminacdo de mecdnio no LA pode estar associada a diferentes mecanismos
fisiopatoldgicos. Uma hipotese sugere que esse fendmeno faga parte do processo natural de
maturacao fetal (Ghidini; Poggi, 2009). Outra teoria indica que sua liberagdo seja uma
resposta ao sofrimento fetal, no qual a hipdxia desencadeia reflexos vagais, vasoconstri¢ao e
hiperperistaltismo, culminando na expulsdo do meconio (Hasaart; Kuppens; Moren, 2014).
Embora alguns estudos associam a presenga de mecdénio no LA a hipdxia e acidose fetal
(Miller; Lead, 1981; Nathan et al., 1994; Starks, 1980), outros ndo encontraram correlagao
significativa (Abramovici et al., 1974; Steer et al., 1989; Richey et al., 1995). Dessa forma, a
interpretacdo clinica do liquido amnidtico meconial permanece controversa, e a literatura
atual busca esclarecer sua real associagdo com os desfechos perinatais (Gluck et al., 2020;

Hiersch et al., 2016; Jaques et al., 2020; Mohammad et al., 2018; Rupa et al., 2018; Rodriguez
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et al., 2018; Roy et al., 2019; Tamayev et al., 2021).

3. MATERIAIL E METODOS

Os animais aptos foram incluidos no estudo mediante assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) pelos tutores. Foram selecionadas cadelas de
médio e grande porte, com idade entre 1 e 5 anos, atendidas na rotina do Hospital Veterinario
da FMVZ-Unesp Botucatu e acompanhadas pelo Setor de Reprodugdo e Obstetricia Animal.
As fémeas foram encaminhadas a cesariana por alteracdes nos exames iniciais ou por
recomendacdo médica. Os exames avaliados incluiram inspe¢do clinica (edema wvulvar,
hemodinamica e perfil cardiovascular), hemograma e ultrassonografia (Mylab Five, Esaote,
Italy; transdutor linear de 7,5 MHz). Os animais foram divididos em dois grupos
experimentais (n=6 cada): grupo 1, partos eutdcicos; grupo 2, partos distocicos. As cesarianas
e coletas de liquido amnidtico foram realizadas por residentes ¢ docentes do setor durante os

procedimentos cirlrgicos.

3.1 Procedimento cirirgico e anestésico

Os procedimentos cirirgicos e anestésicos foram realizados pelos profissionais
responsaveis de cada setor, seguindo protocolos indicados para gestantes. As cadelas foram
submetidas a tricotomia abdominal, administragdo de medicacdo pré-anestésica, anestesia
geral inalatéria com intubagdo e anestesia epidural. ApoOs assepsia, os animais foram
posicionados em decubito dorsal e submetidos a incisdo pré-umbilical na linha média para
acesso a cavidade abdominal e exteriorizagdo dos cornos uterinos. A incisdo uterina foi
realizada em regido de vasos menos calibrosos, e os fetos foram retirados por ordenha suave
até a incisdo. Apds todos os fetos e envoltorios serem retirados, realizou-se a histerorrafia
com dupla sutura invaginante utilizando fios absorviveis e, posteriormente, a sintese do

subcutaneo e da pele.

3.2 Coleta do material

O liquido amnidtico foi coletado por pungdo da bolsa amniotica, antes da ruptura,
utilizando seringas estéreis de 5,0 mL acopladas a agulhas descartaveis (40x16 mm). As

amostras foram identificadas conforme a ordem de nascimento dos neonatos ¢ armazenadas
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em tubos de 1,5 mL previamente rotulados. Nos casos em que o liquido apresentava meconio,

essa informagao foi registrada para posterior comparacao.

3.3 Avaliacao neonatal
ApOs a coleta, os envoltdrios fetais e a placenta foram removidos. Os neonatos tiveram

as vias acéreas desobstruidas com pera de suc¢do e compressas, seguidos de estimulo
respiratodrio por friccdo toracica. Para evitar hipotermia, foram aquecidos em colchao térmico
e transferidos para a incubadora. A avaliagdo imediata foi realizada por meio do Escore Apgar
modificado para veterindria (Veronesi, 2009), cujos parametros e respectivos escores

encontram-se apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Escore de Apgar, adaptado de Veronesi (2009)

Parametros Avaliados Escore

0 1 2
Frequéncia Cardiaca Ausente <180 bpm 180 a 250 bpm
Frequéncia Respiratoria Ausente <15 mpm >15 mrm
Tonus Muscular Flacidez Alguma Flexdo Movimentagdo Ativa
Irritabilidade Reflexa Ausente Vocalizagao Vocalizagdo alto
Colora¢ao Mucosa Cianotica Palido Rosea
Total 0 5 10

Segundo Veronesi (2009), a viabilidade neonatal pode ser classificada em trés categorias,
de acordo com a pontuacdo obtida no escore: quando < 3, o neonato estd em condicao critica,
em que requer intervencdo médica imediata; entre 4 e 6, condi¢do reduzida, que demanda
supervisdo continua com possivel necessidade de suporte médico; e entre 7 e 10, condigdo
considerada normal, na qual necessita apenas de cuidados de rotina. Os neonatos foram
avaliados nos seguintes momentos: apds a ressuscitagdo cardiopulmonar (E0), 5 minutos apds

a ressuscitacao (E5), 30 minutos apos (E30) e uma hora apds a ressuscitagcdo (E60).
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3.4 Avaliacao do material

Foram avaliados os liquidos amniodticos de cada neonato quanto ao seu aspecto
macroscopico (cor, presenca de grumos) e a maturacdo pulmonar utilizando Teste de
Clements modificado e coloragdo para citologia com azul do nilo 0,1% modificado para caes.
Foi comparado também a maturidade pulmonar dos neonatos nascidos meconiados e nao

meconiados.

3.4.1 Teste de Clements

O teste foi realizado seguindo as diretrizes de CLEMENTS e colaboradores (1972).
Foram preparadas trés diluicdes diferentes de LA em tubos de ensaio de 14 x 100 mm. Os
tubos receberam quantidades diferentes de solugdo salina (0,9%=S) e etanol (95%=E). O tubo
1 recebeu 1ml de LA, o tubo 2 0,75 ml e o tubo 3 0,50 ml. Na sequéncia, foi adicionado
solucdo fisiologica nos tubos 2 e 3 com intuito de padronizar o volume total em Iml, sendo
respectivamente 0,25 ml e 0,50ml. Apds, acrescentou-se 1 ml de etanol a 95% em todos os
tubos e, entdo, foram fechados com tampa de borracha limpa, para a execu¢do da agitagdo
manual por 15 segundos. Apds 15 minutos de repouso em suporte vertical, foi avaliado a
formacdo de bolhas: se um anel intacto de bolhas surgisse na interface ar/liquido, o resultado

era considerado positivo, caso contrario, negativo.

3.4.2 Teste de citologia do azul do nilo

Para a coloragdo com Azul de Nilo, foram acrescentados aproximadamente 50 puL de
LA em uma lamina de microscopio, juntamente com 50 pL. de solucdo de sulfato de Azul de
Nilo a 0,1%. Duas diluigdes da solucdo corante foram preparadas, uma utilizando agua
destilada e outra utilizando alcool absoluto. As células derivadas do LA foram observadas em
microscopio Optico de luz, com ampliacio de 400 a 1000 vezes, e classificadas como
cianofilicas (células azuis), indicativas de imaturidade fetal, ou laranjofilicas (células

alaranjadas), indicativas de maturidade fetal (Brosens & Gordon, 1996).

3.4.3 Dosagem de cortisol

As amostras do liquido amniotico foram enviadas ao laboratério de Endocrinologia da

Faculdade de Medicina Veterinaria FMVZ - Unesp, campus de Botucatu, onde foi realizada a
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dosagem do cortisol por meio de radioimunoensaio (RIA), no aparelho automatico Perkin
Elmer 1470, aplicando-se kits comerciais de fase solida, de acordo com as recomendagdes do

fabricante.

3.5. Avaliacao estatistica

Foi realizada andlise estatistica multivariada para comparagdo entre os grupos, sendo

considerado significativo quando p<0,05.

4. RESULTADOS

Ao longo do ano, 26 cadelas gestantes foram acompanhadas, das quais 18
necessitaram de cesariana terapéutica, e seis realizaram cesarianas eletivas. Em dois casos,
apesar de serem encaminhadas para cesariana, acabaram realizando o parto normal. Os
neonatos foram monitorados e avaliados com o escore Apgar (Tabela 1), que mostrou uma
correlagdo significativa entre o tipo de parto e a vitalidade ao nascimento. Nos partos normais,
os filhotes apresentaram os maiores escores, todos consistentes com 10. Nas cesarianas
eletivas, o escore médio de Apgar foi de 8,37, com variacdes entre 3 e 10. Nos nascimentos
por cesariana de carater emergencial, os filhotes apresentaram um escore médio de 9,30, com
maior variabilidade (de 2 a 10).

Outro ponto avaliado foi a maturidade pulmonar fetal, por meio do Teste de Clements,
que verifica a presenca de substancias tensoativas no liquido amnidtico, as quais ajudam na
respiragdo neonatal. Utilizando diluigdes progressivas, os testes indicaram que 23 das 30
amostras apresentaram resultados positivos, sendo 20 delas de ragas braquicefalicas
submetidas a cesariana eletiva. Em 10 amostras, houve presenca de meconio, comum em
situacdes de maturidade fetal, mas que no estudo ndo indicou estresse fetal, visto que os
escores de Apgar dos filhotes mantiveram-se acima de 7.

A avaliagdo da maturidade fetal também incluiu o teste de coloragdo com Azul de
Nilo. No estudo presente, ndo encontrou-se células coradas em laranja (orangiofilas) na
coloragdo com Azul do Nilo, em meio aquoso e alcodlico, com porcentagem de 0,1%.
Observou-se, entretanto, a presenga de aglomerados de células pilosas, conforme ilustrado na

Figura 1.
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Figura 1 - Laminas coradas com Azul do Nilo 0,1%

Legenda: Laminas coradas com diferentes dilui¢des do Azul do Nilo, centrifugadas ou ndo centrifugadas. A)
Lamina corada com Azul do Nilo, diluicdo aquosa ndo centrifugada; B) Lamina corada com Azul do Nilo,
diluigdo alcodlica centrifugada; C) Lamina corada com Azul do Nilo, diluigdo aquosa centrifugada; D) Pandtico
centrifugado.

5. DISCUSSAO

A analise dos resultados obtidos neste estudo evidencia importantes aspectos relacionados
a vitalidade neonatal e a maturidade fetal em caes, permitindo uma reflexdo critica sobre os
diferentes tipos de parto e os métodos de avaliagdo aplicados. Os escores de Apgar
demonstraram que o parto natural favorece o desenvolvimento imediato de fungdes vitais, o
que estd de acordo com os achados de Plavec et al. (2022), que relataram valores
significativamente mais altos em neonatos nascidos de parto vaginal quando comparados aos
submetidos a cesariana eletiva nos primeiros minutos de vida. Essa superioridade pode ser
explicada pela passagem fisiolégica pelo canal do parto, que proporciona compressiao
toracica, estimulo a liberacdo de catecolaminas e cortisol, além de favorecer a expansdo
pulmonar, conforme ja discutido por Veronesi et al. (2009).

Entretanto, a ocorréncia de partos naturais foi extremamente baixa na amostra estudada
(7%), o que reflete a realidade clinica da reproducdo canina, marcada por elevada frequéncia
de cesarianas, sobretudo em ragas braquicefalicas e de pequeno porte, predispostas a distocia.
Evans e Adams (2010) e Bergstrom et al. (2006) destacam que, em racas como Bulldog Inglés

e Pug, a taxa de cesarianas pode alcangar até 90% dos nascimentos, o que corrobora a elevada
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proporcdo de cesarianas terapéuticas observada neste trabalho (~69%). Dessa forma, a
predominancia de cesarianas na casuistica analisada deve ser compreendida ndo como falha
no manejo reprodutivo, mas como reflexo das necessidades clinicas e da preservagdo da vida
materna e fetal.

No presente estudo, os partos vaginais resultaram em escores méaximos (Apgar 10),
confirmando a eficiéncia fisiologica desse processo. Nas cesarianas eletivas, a média de 8,37,
com maior varia¢ao (3—10), sugere que, apesar da seguranca do procedimento, a auséncia do
estresse fisiologico do parto pode reduzir a ativacao cardiorrespiratdria imediata, como ja
observado por Groppetti et al. (2010) e Davidson (2010). Por outro lado, nas cesarianas
terapéuticas, a média de 9,30, ainda que com grande amplitude (2—-10), evidencia que, mesmo
em situagdes de sofrimento fetal ou distocia, a intervengdo cirurgica associada ao suporte
neonatal adequado pode garantir boa recuperagdo, ainda que com risco aumentado de
mortalidade. Esses achados reforcam a aplicabilidade do escore de Apgar como ferramenta
pratica e confidvel na rotina clinica, uma vez que permite identificar rapidamente neonatos
que necessitam de intervencao imediata.

No que se refere a maturidade pulmonar, a positividade do Teste de Clements em 23 das 30
amostras analisadas indica que a maioria dos fetos apresentavam niveis adequados de
surfactante. O fato de 20 dessas amostras serem de racas braquicefalicas submetidas a
cesariana eletiva sugere que, apesar da maior indicacdo de cesarianas nessas ragas, a escolha
do momento da interven¢do foi adequada, evitando o risco de prematuridade pulmonar. Esse
resultado encontra respaldo na literatura, que aponta que a cesariana eletiva, quando realizada
apos 62 dias da ovulagdo ou confirmada por dosagem de progesterona, ndo compromete a
maturidade pulmonar dos fetos (Amorim et al., 1998; Batista et al., 2014). Portanto, a correta
determinagdo do momento cirurgico ¢ fator determinante para a viabilidade neonatal,
especialmente em ragas predispostas.

Outro achado relevante foi a identificacdo de meconio em 10 amostras, sem correlagdo com
queda nos escores de Apgar. Na espécie humana, a presenca de meconio ¢ frequentemente
associada a sofrimento fetal (Avagliano et al., 2021); entretanto, em caes, a literatura sugere
que a eliminacdo de meconio pode ocorrer como sinal de maturidade fisiologica, e nao
necessariamente de hipoxia, como discutido por Gluck et al. (2020). O fato de os neonatos
com mecOnio apresentarem Apgar superior a 7 reforca essa particularidade espécie-especifica,
evidenciando que a interpretacao desse achado deve ser cautelosa em medicina veterinaria.

Em contrapartida, a auséncia de células orangiofilas nas amostras coradas com Azul de Nilo

levanta hipoteses metodologicas e bioldgicas. Entre elas, destacam-se possiveis limitagdes
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técnicas, como a concentracao utilizada (0,1%) e as diluicdes em agua destilada e alcool
absoluto, que podem ter sido insuficientes para evidenciar as células, além da presenga de
aglomerados celulares que dificultaram a visualizagdo de células epiteliais. Ademais,
diferencas espécie-especificas podem influenciar, uma vez que em caes a descamagao celular
no liquido amnidtico pode ocorrer em menor intensidade ou de forma distinta em relacdo aos
humanos, dificultando a aplicacdo direta da técnica. Enquanto em humanos a presen¢a dessas
células se correlaciona fortemente com a maturidade fetal (Brosens & Gordon, 1996), nos
caes os resultados sugerem a necessidade de ajustes metodoldgicos para que a técnica se torne
confiavel. Tal constatacdo abre espago para futuros estudos comparativos sobre métodos de
avaliacdo da maturidade fetal na medicina veterinaria.

Além disso, os niveis de cortisol encontrados nos neonatos indicam uma resposta
fisiologica ao estresse do nascimento, com variagdes de acordo com o tipo de parto. A maior
concentragdo de cortisol em cesarianas terapéuticas pode refletir o estresse associado as
complicacdes obstétricas, enquanto valores mais moderados nas cesarianas eletivas sugerem
que o controle planejado do nascimento contribui para reduzir o impacto do estresse neonatal.
Esses dados sdo relevantes, pois evidenciam que diferentes modalidades de parto podem
modular a resposta endocrina neonatal, com implica¢des diretas na adaptacdo fisioldgica
pds-natal.

De maneira geral, os resultados permitem concluir que o parto vaginal ¢ fisiologicamente
superior para a vitalidade neonatal, embora pouco frequente na pratica clinica devido ao perfil
racial dos pacientes atendidos. A cesariana eletiva, quando corretamente programada, garante
adequada maturidade pulmonar e vitalidade satisfatoria, enquanto a cesariana terapéutica,
apesar dos maiores riscos, pode resultar em boa recuperagdo se acompanhada de suporte
neonatal eficiente. Entre os métodos aplicados, o Teste de Clements demonstrou maior
potencial como ferramenta de predicao de maturidade fetal em caes, ao passo que a coloragao
com Azul de Nilo apresentou limitagcdes importantes. A interpretagdo da presenca de meconio
deve ser cuidadosa, visto que, diferentemente da espécie humana, ndo foi associada a
sofrimento fetal nos cdes avaliados. Finalmente, a analise dos niveis de cortisol sugere que o
estresse do parto influencia a adaptagdo neonatal, sendo influenciado pelo tipo de intervengao
obstétrica. Esses achados contribuem para o entendimento das particularidades da reproducdo
canina e reforcam a importancia da avaliagdo integrada de vitalidade e maturidade fetal para

otimizar os cuidados neonatais na pratica veterinaria.
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6. CONCLUSAO

Conclui-se neste estudo que os métodos aplicados ofereceram abordagens
complementares para avaliar a maturidade pulmonar e a vitalidade ao nascimento em
neonatos caninos. O Teste de Clements indicou a presenca adequada de surfactantes,
especialmente em ragas braquicefalicas submetidas a cesarianas eletivas, sugerindo um bom
potencial para estimar a maturidade pulmonar nesses casos. A coloracdo com Azul de Nilo,
embora seja um método estabelecido em humanos, apresentou limitacdes em caes devido a
presenga de pelos no tecido epitelial, o que pode interferir na visualizagdo de células
orangitfilas, normalmente indicativas de maturidade. No entanto, esses métodos poderiam ser
aprimorados em estudos futuros. Em particular, pesquisas futuras podem explorar técnicas

alternativas ou adaptacdes do Azul de Nilo para caes.
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	ABSTRACT 
	Brachycephalic breeds have undergone constant genetic modifications to enhance selected traits, which has made them predisposed to various health problems, such as dystocia, cardiac anomalies, and complications in the digestive and respiratory tracts. For this reason, elective cesarean section is often necessary for these breeds. Amniotic fluid is considered a promising matrix for the diagnosis and prognosis of fetal maturity in dogs, but few studies on the topic are available. Understanding its composition may help elucidate fetal maturity and identify alterations, improving neonatal care and increasing the survival of neonates with physiological impairments. The objective of this study was to evaluate markers of pulmonary immaturity in the amniotic fluid of canine fetuses using the Clements Test, Nile Blue staining, and cortisol measurement, and to correlate these findings with the type of delivery and neonatal vitality assessed through the adapted Apgar score.In this study, 26 pregnant bitches were monitored:
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