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Resumo

Os liquidos fetais possuem diversas fungcdes que sao vitais para o feto. Para a
espécie equina até o presente momento, ndo estd totalmente definida a
composicdo bioquimica do liquido amnidtico no decorrer da gestagdo. O
presente trabalho teve como objetivo verificar a composicdo bioquimica do
liquido amnidtico e alantoideano das éguas em diferentes fases da gestacao.
Para isso analisou-se 60 amostras de fluidos fetais, empregando-se Kkits
comerciais para se determinar a concentragdo bioquimica da Fosfatase
Alcalina, Glicose, Proteinas Totais, Uréia, Creatinina, Calcio, Cloreto, Sédio e
Potassio durante a gestacdo. A concentracdo da alfa-fetoproteina foi avaliada
empregando-se a eletroforese em gel de poliacrilamida. A concentragdo da
Fosfatase Alcalina no liquido amniético foi maior quando comparada ao liquido
alantoideano nas trés fases da gestacdo (p < 0,05). Para a glicose o valor
médio entre os dois fluidos ndo apresentou variagdes (p < 0,05). Para a
Proteina total o valor médio do liquido amniético foi maior que o alantoideano (p
< 0,05). A Uréia sofreu variacbes na concentragao entre as fases, mas nao ha
diferencas dos valores médios (p > 0,05) entre os fluidos. Para a Creatinina os
valores presentes no liquido alantoideano sao mais altos que os valores do
liquido amnidtico (p < 0,05). As concentragcdes dos ions Cloreto e Sédio
apresentaram—se mais elevados (p < 0,05 no liquido amniotico. As
concentragdes dos ions Calcio e Potassio foram mais elevadas nos liquidos
alantoideanos (p<0,05). A eletroforese identificou duas bandas protéicas que
podem ser a alfa-fetoproteina, ela parece aumentar a concentracdo durante o
periodo gestacional. Porém, faltam estudos na espécie eqlina para a
comparacao dos resultados do presente trabalho.

Palavras-Chave: equino, liquidos fetais, analise bioquimica.
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Abstract

Fetal fluids play a vital role in the development of the fetus. The biochemical
composition of the amniotic fluid along pregnancy in horses had not been
described until this present study. Sixty samples of fetal fluids were collected
and the concentrations of Alkaline Phosphatase (FA), Glucose, Total Proteins
(PT), Urea, Creatinin, Calcium (Ca), Chloride (CI), Sodium (Na) and Potassium
(K) along pregnancy were determined using commercially available kits. The
levels of alpha-fetoprotein (AFT) were measured by polyacrylamide gel
electrophoresis. During the three stages of pregnancy the concentrations of FA
in the amniotic fluid were higher than those determined in the allantoic fluid (p <
0,05). The glucose levels did not differ between the fluids (p < 0,05). The mean
values for the concentrations of PT were higher in the amniotic fluid than in the
allantoic (p < 0,05). The urea levels differ among the pregnancy stages, but
there were no differences in the mean values of urea (p > 0,05) between the
two fluids. The concentrations of creatinin obtained in the allantoic fluid were
higher than those obtained in the amniotic fluid (p < 0,05). The concentrations
of Cl and Na were elevated (p < 0,05) in the amniotic fluid. The levels of the
ions Ca e K were higher in the allantoic fluid (p<0,05). Polyacrylamide gel
electrophoresis identified two protein bands that could be alpha-fetoprotein,
which appears to have its concentration increased during pregnancy. There is a
need for more studies in the biochemical composition of fetal fluids in horses to
compare the results obtained in this study.

Keywords: horse, fetal fluids, biochemical assays.



1. INTRODUCAO:

Para a espécie equina até o presente momento, ndo esta totalmente
definida a composi¢cdo bioquimica do liquido amnidtico no decorrer da
gestacao. Os trabalhos que versam sobre o assunto sdo escassos. Portanto,
ainda ndo existem métodos capazes de determinar, com exatidao, o grau de
maturacédo de alguns o6rgaos. (VAALA, HOUSE, 2002). Assim, ainda € dificil
estabelecer, juntamente com outros métodos aplicados em perinatologia, a
idade gestacional do concepto eqiiino e, por conseguinte, estabelecer o nivel
de estresse que esse produto ira enfrentar no momento do parto (WILLIANS et
al., 1992; VAALA, HOUSE, 2002).

O embrido equino, assim como os outros mamiferos, se desenvolve no

interior do Utero materno. As funcbes vitais para o desenvolvimento e a
manutencdo da vida fetal como a oxigenagdo, nutricdo e a remogado das
excretas nitrogenadas séo realizadas pela circulagdo placentaria e, neste
contesto, os liquidos fetais desempenham papéis fundamentais tanto na
gestacdao como no parto das éguas (PRESTES, 2006).
Apés a fertilizagdo do 6vulo, na ampola do oviduto, tem inicio o processo de
clivagem pelo qual o zigoto se divide em pequenas células denominadas de
blastémeros (LANDIM-ALVARENGA, 2006). Por volta do 4.° ao 6.%dia apos a
ocorréncia da fecundacédo, o embridao do equino deixa a tuba e migra para o
corno uterino (FLOOD, 1992). Neste momento, o embrido encontrar-se-a no
estadio de morula ou blastocisto inicial. As células do embrido compactado se
dividem para formar uma moérula de 32 células, que se caracteriza, por
apresentar um pequeno grupo de células no interior da estrutura rodeada
externamente por outro grupo de células. Sao estas células localizadas
externamente que formarao o trofoblasto. Posteriormente, ele originara o corio
ou, como também é conhecida, a porcdo materna da placenta. Ja as células da
mérula, localizadas internamente, originardo o embrido (GUINTER, 1998).

O embrido equlino ainda nao se encontra fixado a parede uterina pois, se
movimenta livremente no interior do Utero materno e possui uma capsula de
glicoproteina entre o trofoblasto e a zona pelucida cuja funcéo, ainda néao foi
completamente esclarecida. Alguns pesquisadores acreditam que esta



estrutura esteja relacionada com a protecdo do embrido, promovendo atividade
mecanica contractil do utero .(QUINN et al., 2004; STOUT et al., 2004).

A implantagdo do embrido no Utero da égua ocorre entre 0 25.° e 0
40.%dia de gestacdo (FLOOD, 1992; GUINTER, 1998). Pesquisas recentes
evidenciaram a participagdo de diversas substancias no mecanismo de
regulacdo da implantagdo, dentre elas, merecem destaque as citocinas, 0s
horménios, as enzimas e outros fatores como (insulin growth factorll e o
epidermal growth factor) (LANDIM-ALVARENGA, 2006).

Uma vez estabelecida a implantacdo, tem-se o inicio do processo de
placentacado, que consiste na justaposicédo das vilosidades do corio fetal com as
criptas da mucosa uterina. A placenta € um 6érgéo situado entre a mae e o feto
e cuja funcédo esta relacionada com: suprimento de oxigénio e nutrientes,
remocao de detritos proveniente do metabolismo fetal bem como, producéo de
hormonios e regulacdo do ambiente uterino. A placenta no eqlino se forma por
nidacdo superficial e, portanto, ela é classificada como adeciduada ou
semiplacenta.

O numero de camadas de tecido uterino que se relaciona com o tecido
fetal varia entre as espécies. Portanto, para a classificacdo das placentas
também se deve levar em consideragdo o numero de camadas que constituem
o tecido uterino (LANDIM-ALVARENGA, 2006) e o tipo de arranjo entre as
vilosidades do coério e do alantéide (GRUNERT, BIRGEL, 1989). Sendo assim,
a placenta equina é considerada epitélio-corial.

Para aumentar a area de contato entre a parte fetal e a uterina, foram
formadas estruturas denominadas de vilosidades e microvilosidades. Portanto,
com base na relacdo anatdmica que se estabelece entre o cério e o epitélio
uterino, pode-se evidenciar quatro tipos de configuracées. Nas éguas essa
configuracéao € do tipo difusa (LEISER, KAUFMANN. 1994), pois o alantocério
apresenta-se fixado ao endométrio uterino por microcotilédones distribuidos de
maneira difusa por todo corno do utero, com excecado de uma pequena area no
interior da cérvix denominada de estrela cervical (TROEDSSON, SAGE, 2001).

Uma particularidade dessa espécie, no que diz respeito a placentacao, é
que nas primeiras semanas de vida o equino apresenta a placenta do tipo

coriovitelinica. Entre a quarta e a quinta semana, conforme o alantéide se



desenvolve, a placenta se torna corioalantoideana (GUINTER, 1998; LANDIM-
ALVARENGA, 2006).

A medida que ocorre o desenvolvimento do embrido, o trofoblasto se
funde com as membranas internas das células da mesoderme, formando o
corio. O corio envolve externamente todo o embrido e as outras trés
membranas fetais: 0 &mnio, o saco vitelino e o alantdide.

O saco vitelino nos mamiferos se torna vestigial em poucas semanas,
mas nos equinos ele é bastante proeminente nas quatro primeiras semanas de
vida do embrido, e parece ter um papel importante na nutricao embrionaria
(FLOOD, 1992; PRESTES, 2006).

O amnio é formado a partir de dobras do trofoblasto juntamente com a
mesoderme avascular, e circunda completamente todo o embrido. Ele é
constituido por dois folhetos e entre eles ha o espaco amnidtico contendo o
liquido amnidtico (ASBURY, LeBLANC. 1993).

Antes que a parede abdominal se feche, ja no estagio fetal, uma
projecao do intestino se estende em diregdo ao tecido mesodérmico solto. Esta
estrutura forma o saco alantoidiano que também é constituida por dois folhetos
embrionarios. Um folheto interno que se encontra bem proximo ao folheto
interno do @mnio formando o alantodmnio e um externo, que se funde ao cério
formando o alantocério. Entre o alantodmnio e o alantocério evidencia-se o
espaco alantoidiano que recobre todo o embrido eqiino (BJOKMAN, 1973;
LEISER, KAUFMANN, 1994; LANDIM-ALVARENGA, 2006).

O alanto@dmnio e o alantocério juntam-se aos vasos umbilicais sendo
duas artérias e uma veia e formam assim o corddao umbilical. O cordao também
contém o Uraco, estrutura responsavel pela conexao entre a bexiga fetal e a
cavidade alantoidiana. O corddo estabelece o contato entre os envoltérios
maternos e fetais (ASBURY, LeBLANC. 1993; LEISER, KAUFMANN. 1994).



2. Revisao de literatura:

O liquido amniético no inicio da gestacdo € produzido a partir de
secregOes do epitélio amnibtico e da urina fetal. Posteriormente, com o
desenvolvimento da gestacao, o esfincter vesical impede a liberagdo da urina
fetal para a cavidade amnidtica e a saliva e as secre¢cdes nasais fetais passam
a fazer parte da composicao do liquido amniético (ARTHUR, 1969).

Considerando que este fluido envolve diretamente o feto, nele podem
ser encontrados pélos, células epiteliais, resto de escamacao cutanea e, nos
fetos traumatizados, pode-se ainda, encontrar a presenca de meconio. Nos
equinos o volume deste fluido varia de trés a sete litros e sua coloragdo normal
€ amarelada com ligeira viscosidade e, a presenca de floculagdes nao é
considerada normal.(GRUNERT, BIRGEL,1989).

O liquido alantoidiano possui origem renal, geralmente composto pela
urina fetal, o seu volume, na espécie equina, é de 4 -10 litros e sua coloracéo &
marrom claro, opaco e ligeiramente turvo (GRUNERT, BIRGEL,1989; FLOOQOD,
1992; GUINTER, 1998).

Os liquidos fetais possuem diversas funcdes que sao vitais para o feto
dentre elas, destacam-se : 1. Protegdo contra choques externos, variagdes de
temperatura e desidratacdo (GRUNERT, BIRGEL, 1989; WILLIIAMS et al.,
1992; ASBURY, LeBLANC, 1993), 2. Evitar a aderéncia da pele do feto a
membrana amnibtica, 3. Promover a lubrificacdo e a dilatacdo da via fetal
durante a fase de expulsdo no parto (GRUNERT, BIRGEL, 1989; ASBURY e
LeBLANC, 1993) 4. Também, permite a livre movimentag¢ao e o crescimento do
fetal no interior do utero (ARTHUR, 1969). 5. Inibir o crescimento bacteriano
(LANDIM-ALVARENGA, 2006).

Nas mulheres a amniocentese e a subseqliente andlise do liquido
amnibtico sado utilizadas para detectar principalmente: doengas congénitas,
defeitos de tubo neural, idade gestacional e maturidade fetal pulmonar. O
exame é indicado para mulheres acima de 35 anos devido a maior
probabilidade de anormalidades cromossomicas fetais (CAMPANA., et al
2003).

O grau de maturagdo pulmonar dos neonatos humanos é avaliado

dosando-se a porcentagem de fosfatidilglicerol e pela relagdo da taxa de



lecitina/esfingomielina presentes no liquido amnidtico, pois eles sao
constituintes do surfactante pulmonar dos fetos maturos (WILLIANS et al.,
1992). A técnica é realizada por cromatografia o que a torna inviavel para a
rotina da clinica veterinaria. (MARTINEZ et al., 1999). Outra substancia que
esta envolvida com a determinacao da maturacao pulmonar € o cortisol sérico
(VAALA, HOUSE, 2002).

O fator hormonal mais importante no inicio do desencadeamento do
parto € a remogdo do bloqueio da contratilidade causado pela agédo da
progesterona (LANDIM-ALVARENGA, 2006; ERENO et al., 2007). Entretanto
as observagdes em caprinos, ovinos, bovinos e humanos indicam que na fase
final da gestagdo ocorre também um aumento significativo na concentragéo
plasmatica de cortisol fetal devido a estimulos no eixo hipotalamo—hipéfise
(BANJANIN et al.,, 2004; ERENO et al., 2007; RODRIGUES et al., 2007)
Acredita-se entdo que a maturacdo do hipotalamo do feto resultaria no
desenvolvimento de sinapses do nucleo paraventricular, permitindo um
aumento na fungdo neuroenddcrina fetal. Assim o hipotalamo passaria a
responder aos efeitos dos hormoénios placentarios (LANDIM-ALVARENGA,
20086).

A maturidade renal, pode ser avaliada através da dosagem de uréia e
creatinina presentes no liquido amnidtico, no momento do parto pois diversos
trabalhos mostram que ha um aumento na concentracdo dessas substancias
no liquido alantoideano ao longo da gestacdo (WILLIANS et al., 1992). O rim
fetal é afuncional durante o seu periodo de formagéo, porém sua contribui¢ao
no final do processo de maturagédo fetal € importante para a sobrevida do
concepto (LUMBERS et al.,1985)

Na obstetricia humana algumas enfermidades e a viabilidade fetal
podem ser precisamente determinadas através do exame ultrassonografico do
feto no interior do Utero, associado a composicdo bioquimica do liquido
amnioético obtida por amniocentese, guiada por ultrassonografia (SCHIMIDT et
al., 1991; VAALA, HOUSE, 2002).

Em medicina veterinaria, os primeiros estudos para se analisar a
fisiologia e o comportamento bioquimico do liquido amniédtico, obtido por
amniocentese foram realizados primeiramente em ovinos (McDOUGALL,1949;
ALEXANDER et al., 1958; MELLOR e SLATER, 1972). BONGSO E BASRUR



(1975) afirmaram que a amniocentese apresentaria aplicagdo limitada em
medicina veterinaria devido a alguns fatores como: anatomia do Utero
gravidico, dos sacos fetais e dos fluidos fetais. No entanto, (PRESTES et al.,
2001) realizaram a dosagem bioquimica dos seguintes elementos: glucose,
uréia, creatinina, Gama glutamil transferase (GGT), sédio, potassio, cloro,
proteinas totais e pH no liquido amni6tico de ovinos utilizando a amniocentese
aos 70, 100 e 145 dias de gestacdo e com sucesso. Dos 26 animais utilizados
no experimento apenas 01 ovelha, portadora de parto gemelar abortou apos a
segunda colheita realizada aos 100 dias de gestacdo devido a repetidas
pungdes nas duas vesiculas. Os resultados encontrados permitiram aos
autores concluirem que o valor do pH diminuiu ao longo da gestacdo. A
concentragcdo de glicose apresentou uma reducdo durante o periodo
gestacional. Os valores estatisticos para a uréia mostraram nao haver
diferenca entre 70, 100 e 145 dias. Os valores encontrados para a creatinina
evidenciaram um aumento com o avang¢o da gestagdo. Os valores de GGT
mostraram-se similar nos trés momentos especificados para as colheitas,
através de laparotomia.

Os valores encontrados para o sédio permitiram os autores concluirem
que houve uma reducéo ao longo dos trés estagios. Ja o potassio apresentou
aos 100 dias a maior concentracdo. Os valores encontrados para o cloreto
apresentaram o mesmo comportamento do sédio isto €, sofreram aumento no
decorrer da gestacdo. Os valores encontrados para a proteina total foram
baixos 0,14, 0,23 e 0,24g/dl aos 70, 100 e 145 dias da gestagao
respectivamente.

Em bovinos os primeiros autores a realizarem amniocentese foram
(LEIBO, RALL, 1990). Recentemente, Breukelman et al., (2005) estudaram as
caracteristicas intra-uterina da morte fetal embrionaria, no terco inicial da
gestacao correlacionando a aparéncia do concepto, com a taxa de freqiéncia
cardiaca, perfil bioquimico da glicoproteina associada a prenhez, (PAG) e
prostaglandina F24a (PGF24) apds a inducdo da morte fetal com aglepristone.
Esses autores evidenciaram a ocorréncia da diminuigao do liquido alantoideano
durante o periodo de estresse fetal que antecede a morte dos fetos bovinos.
Eles encontraram também, pouca alteracao na taxa de frequéncia cardiaca em

contraste ao que se observa na espécie humana.



Linderberg et al.,, (2002) empregaram a técnica de amniocentese
descrita por Zepperitz e Grin (1991) em vacas em terco final de gestacéo, Os
animais foram previamente infectados experimentalmente com o virus da
diarréia viral bovina (BVD). O objetivo do trabalho era obter liquidos fetais em
condicOes de “campo” para se detectar a presenca do virus, empregando-se a
técnica de (PCR). O procedimento foi aplicado em 09 vacas e nenhuma
apresentou complicagdes decorrentes da amniocentese e, 0s autores puderam
estabelecer um diagnéstico pré-natal de infeccdo por BVD, utilizando os
liquidos fetais.

Li et al., (2005) estudaram as alteracbes da composi¢cao bioquimica dos
fluidos fetais no terco inicial da gestacdo em bovinos clonados. Eles pretendiam
encontrar respostas para a maior ocorréncia de hidroalantéide e hidroamnio
nas vacas que gestam fetos obtidos através de clonagem. Eles concluiram que
as principais mudancas sao decorrentes de alteracbes no metabolismo e na
atividade de transporte dos tecidos que constituem a placenta mas, algumas
alteragcbes da composigao bioquimica ainda permanecem sem explicacoes.

MOYA et al., (2006) analisaram por citologia do liquido amniético obtido
no momento do parto, 60 novilhas nelores sendo que 20 foram inseminadas
artificialmente, 20 se apresentavam gestantes pela técnica de transferéncia de
embrides e, outras 20 apresentavam-se gestantes pela técnica de fertilizacdo
“in vitro” apds aspiragéo folicular. A andlise da citologia do liquido amnidtico é
utilizada em medicina humana. Ela é um método seguro empregado para a
avaliacdo e caracterizagdo epidermal dos fetos em gestagbes avancadas
(AGORASTOS,1970 apud MOYA et al., 2006). O resultado do trabalho permitiu
aos autores concluirem que apesar de nao ter havido diferencas estatisticas
entre os trés grupos estudados em questao, a citologia do liquido amniético das
células coradas pelo corante Hematoxilina-Shorr € um método confiavel para
se determinar o grau de maturidade fetal.

LOVELL et al., (1995) realizaram amniocentese guiada por ultra-som em
cabras cujo periodo gestacional se encontrava entre 59-65 dias, com a
finalidade de se estabelecer o diagnéstico pre-natal de manosidose um
disturbio catabdlico que acomete a espécie caprina e bovina. Segundo relatos

dos autores a amniocentese se mostrou segura e facil de se realizar nos



caprinos. Dos 13 animais utilizados no experimento apenas um abortou
provavelmente, em virtude de ter ocorrido a puncédo de um placentoma.

As avaliac6es dos fluidos fetais em cédes sdo escassas. Barreto (2006)
empregou o procedimento cirargico (cesariana) para a obtengéo dos fluidos
fetais de cadelas, com o intuito de avaliar a maturidade pulmonar dos fetos
desta espécie e, relatou que o teste de Clements modificado pode ser
empregado para a avaliagdo da viabilidade fetal e maturidade pulmonar.
Afirmou também, que a analise celular com Azul de nilo (0,1%) permite a
observacao de células morfologicamente diferentes permitindo assim, avaliar a
maturidade pulmonar fetal. Outro dado analisado pela autora foi a densidade
Optica dos liquidos fetais. Ela concluiu que valores superiores a 0,150 séo
indicativos de maturidade pulmonar para a espécie canina.

Em outro estudo BARRETO et al.,, (2006) avaliaram a composi¢ao
bioquimica dos fluidos alantoideano e amniético totalizando 20 amostras
obtidas de 06 cadelas entre 30 a 40 dias de gestacdo. As variaveis analisadas
foram: proteinas totais, glicose, uréia, creatinina, cloretos totais e glicose. Dos
constituintes propostos para a analise, os valores de proteinas totais
apresentaram diferenca estatistica entre os fluidos alantoideano e amnidtico.
Esse resultado reflete o fato das proteinas se constituirem nos elementos mais
abundantes dos fluidos fetais e que sofrem maior influéncia da fisiologia fetal. A
avaliacao dos outros elementos ndo apresentou diferenca estatistica, podendo
refletir entdo a sincronia dos fluidos na manutencao do equilibrio eletrolitico
nestes dois compartimentos.

As primeiras tentativas de amniocentese na espécie equina, antes do
desenvolvimento da ultrassonografia, causaram um alto indice de abortos nas
éguas gestantes, fato que desencorajou as pesquisas sobre a aplicabilidade do
procedimento para a espécie e que devido a conformagao anatomofisiolégica
das estruturas ndo ocorriam na espécie humana (ASBURY, LeBLANC, 1993).
Porém, com o advento da ultrassonografia tornou-se possivel realizar a
amniocentese trans-abdominal guiada por ultra-som (RENAUDIN et al., 1997;
VINCE et al.,2002). Com isso, é possivel identificar com precisao, a cavidade
amnidtica e alantoideana, o que elevou o indice de sucesso do procedimento
(SCHIMIDT et al.,1991).



Recentemente LYLE et al., (2006) desenvolveram uma técnica para
colocacao de cateter no interior da cavidade alantoideana com a finalidade de
se poder obter amostras de liquido alantoideano em varios momentos. O
procedimento foi realizado utilizando-se 29 éguas no periodo compreendido
entre 2003 — 2005. Os animais foram sedados empregando-se a associacao de
dois farmacos detomidina e butorfanol e, em seguida, procedeu-se a infiltracao
local com lidocaina a 2% na parede abdominal das fossas paralombares. A
associacdo dos procedimentos de laparoscopia guiada por ultrassonografia
permitiu uma excelente visualizagdo do Utero e da cavidade alantoideana e
elevou significativamente a taxa de sucesso do procedimento. Outro fator que
colaborou sobremaneira, para elevar a taxa de eficiéncia da técnica, segundo
os autores, foi 0 emprego de cateteres de borracha utilizados para nefrostomia.
Os cateteres foram mantidos nas éguas do estudo conduzido em 2004 por 06
dias em média. Em outro experimento conduzido em 2005 com o cateter para
nefrostomia, com a mesma finalidade foi possivel manté-lo fixado nas éguas
por até 9 dias em média. Este procedimento possibilitou a colheita de fluido
alantoideano nos momentos da cirurgia, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 36, 42, 50
horas apéds a colocacao do cateter.

As complicagbes relatadas pelos autores foram: falhas na fixagcdo do
cateter resultando em desprendimento dos mesmos, fato que ocorreu em 03
animais. Mas, a mais grave das complicagées encontradas foi a infeccao ao
redor do ponto de fixacdo do cateter que ocorria, em média, apds o quinto dia
de pds-operatorio. Em algumas éguas essa infecgdo chegou mesmo, a se
estender para o interior da cavidade alantoideana. No entanto esse fato nao
trouxe maiores complicacées para as éguas pois, no ano seguinte 0s mesmos
animais foram novamente aproveitados para outro experimento com a mesma
finalidade sem contudo, apresentarem problemas para a fecundagdo e
gestacao (LYLE et al., 2006).

MURCHIE et al., (2003) realizaram uma técnica de microdidlise do
liquido alantoideano equino através de laparotomia trans-abdominal, com a
finalidade de se detectar a concentragdo de algumas drogas. Dentre elas
merecem destaque a penicilina G, gentamicina e o flunexim meglumine

presentes no liquido alantoideano de éguas gestantes. Das 9 éguas utilizadas
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para a realizacdo do experimento, somente 01 abortou segundo relatos do
autor.

Smith et al. (1997) conseguiram com sucesso detectar a presenca de
herpesvirus tipo | no liquido amniético de éguas gestantes, antes mesmo da
ocorréncia do abortamento.

Kochhar et al., (1997) avaliaram os liquidos fetais de 22 éguas as quais
se encontravam numa mesma propriedade. Em 11 delas o parto transcorreu
normalmente. As outras 11 éguas no entanto, apresentaram partos distdcicos.
Os fluidos foram colhidos no momento da paricdo por centese da bolsa
alantoideana e amnibtica. Nas éguas portadoras de distocias, a proteina total
apresentou valores menores ja os valores obtidos para a uréia, creatinina e
glicose, nesse grupo foram mais altos. O valor do sodio no liquido alantoideano
foi bem menor quando comparado ao valor encontrado no liquido amniético. Os
valores obtidos para a dosagem dos ions potassio e céalcio mostraram que 0s
mesmos apresentaram-se maiores no fluido alantoideano. No entanto, os
autores destacam a auséncia de trabalhos e estudos que possam servir como
parametros para se avaliar as diferencas na composicao bioquimica dos
liquidos fetais das éguas. A intensidade e o tipo do trabalho de parto podem
interferir na composi¢ao bioquimica dos fluidos fetais nesta espécie (Kochhar et
al., 1997)

Segundo JONKER (2004) a viabilidade fetal na espécie equina pode ser
avaliada através de dosagens dos parametros bioquimicos, hormonais e
exames ultra-sonograficos dos liquidos fetais e da placenta. Mas para tanto, se
faz necessario mais estudos para se identificar a composicdo dos liquidos

fetais em cada fase da gestacéo da égua.

A alfa-fetoproteina € uma glicoproteina sintetizada pelo saco vitelino
fetal no inicio da gestacado CAMPANA et al., (2003) e, posteriormente, pelo
figado do feto (KANEKO, 1997). A sua fungédo ainda ndo € completamente
conhecida (KANEKO, 1997). Outrossim, ela € considerada um marcador
bioquimico importante para o diagnéstico pré-natal de alguns defeitos de
formacdo congénita fetal em humanos (ALVAREZ-NAVA et al.,, 2003;
CAMPANA et al.,, 2003; GORDON et al., 2003). Niveis elevados indicam
defeitos do tubo neural (anencefalia, espinha bifida), cistos sacrocccigeos,
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obstrucdo esofagica, ou intestinal, necrose hepatica, defeitos da parede
abdominal, obstrucdo urinaria e anormalidades renais, defeitos na
osteogénese, defeitos congénitos de pele, baixo peso fetal, oligoidramnio,
gestacao multipla. Ja os niveis baixos indicam trissomias cromossémicas como
sindrome de Down, doenca trofoblastica gestacional e morte fetal (ALVAREZ-
NAVA et al., 2003; CAMPANA et al., 2003; GORDON et al., 2003).

Em bovinos SMITH et al., (1979) avaliaram a distribuicdo da AFP por
radioimunoensaio nos fluidos fetais entre o terceiro e o quarto més de gestacao
e, encontraram para o liquido alantoideano valores de 27- 31ug/mL e 3 pg/mL
préximo ao parto. Para o liquido amniético os valores encontrados foram 17- 25
ug/mL entre o terceiro e 0 quarto més de gestagéo e valores < 5 pug/mL préximo
ao parto.

Em humanos a massa molecular da AFP é de 69 kDa (MAESTRI et al.,
1998). Em cdes BARRETO, (2006) relatou que a massa molecular da AFP
seria de 66 kDa para o liquido amnidtico podendo ser determinada pela técnica
de eletroforese em Gel de Poliacrilamida PAGE.

SEPULVEDA et al. (1995) relataram que em humanos é possivel a
ocorréncia de elevadas taxas de AFP no liquido amni6tico sem contudo, ser
identificado ao exame ultra-sonografico qualquer anormalidade de mal
formacado, evidenciando a importdncia de se associar as técnicas para a

avaliacdo da conformacao fetal.
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3. Objetivos:

3.1 Gerais:

Determinar a composigéo bioquimica dos liquidos fetais da espécie eqlina na
fase inicial,intermediaria e final da gestacao

3.2 Especificos:

1. identificar os parametros fisiolégicos dos principais eletrolitos presentes no

liquido amnidtico durante a gestacao das éguas.

2. determinar os parametros fisiolégicos dos principais eletrolitos presentes no
liquido alantoideano durante a gestagao das éguas.

3. estabelecer parametros bioquimicos que possam fornecer informacgdes para

a clinica obstétrica equina.
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4. Materiais e Métodos:

4.1. Grupos experimentais:

Foram utilizadas amostras de liquidos amni6ticos e alantoideanos de
éguas gestantes. Os animais foram divididos em trés grupos experimentais,
com vinte animais em cada grupo. Esta divisao se fundamentou nos trés
periodos classicos da gestacado (terco inicial, médio e final). O terco inicial
compreende o periodo até os 90 dias de gestacdo. O médio compreende o
periodo entre os 90 a 240 dias de gestagcdo e o final corresponde a idade

gestacional a partir dos 270 dias de gestacao.

4.2. Colheita das amostras

As amostras dos liquidos fetais foram obtidas diretamente do Gtero das
éguas que foram abatidas no frigorifico especializado em abate e
comercializacao de carne equina, localizado na cidade de Apucarana, no
estado do Parana. No mesmo dia do abate das éguas, os Uteros das mesmas
eram transportados para o laboratério de Anatomia Patolégica da faculdade de
Medicina Veterinaria da UNOPAR localizado na cidade de Arapongas. Onde
entdo, se realizava a disseccdo do utero e posteriormente das membranas
corioalantoideana e a amnidtica em seguida, se realizava alantoideocentese e
amniocentese com o auxilio de agulhas 30x08' e seringas estéreis® de 20m.
Figuras 1 e 2. Os materiais colhidos eram colocados em tubos de ensaios de
20 mL previamente identificados Figura 3 em duplicata quando possivel. Uma
vez que, para os fetos com idade gestacional de até 03 meses a média dos
volumes obtidos foi de 02 mL. Em seguida, as amostras foram congeladas e
estocadas em freezer a -20C ° para posterior avaliagdo (WILLIANS et al.,1992).

4.3. Determinacao da idade fetal

O periodo gestacional na qual a égua se encontrava, no momento da
colheita, foi determinado utilizando-se a metodologia proposta por ROBERTS,
(1986). Figuras 4 e 5.

! Agulhas hipodérmicas BD
* Seringas estéreis BD.
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FIGURA 01:Foto ilustrativa da amniocentese no tergo inicial de gestacéo.

<@ | (Jicro
3 Membrana < 2 Membrana
aminidtica —— corioalantoideana

FIGURA 02: Foto ilustrativa da amniocentese realizada no terco médio da
gestacdo, mostrando parede uterina (1); Membrana corioalantoideana (2);
Membrana amniética (3).

FIGURA 03: Foto ilustrativa mostrando em A liquido alantoideano e B
liquido amniético.
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FIGURA 04: Foto ilustrativa do embrido com idade gestacional de 1 més.

FIGURA 05: Foto ilustrativa da afericdo do comprimento do feto com idade

gestacional de 8 meses.
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4.4. Analise bioquimica dos liquidos fetais:

Foram pesquisados e quantificados os seguintes elementos nos liquidos
fetais das éguas: fosfatase alcalina, glicose, proteinas totais, uréia, creatinina,
lactato desidrogenase e os ions calcio, cloreto, sédio e potassio. Outra
substancia que se procurou identificar e avaliar o seu comportamento ao longo

do periodo gestacional foi a alfa-fetoproteina.

Todas as dosagens foram realizadas no espectrofotdmetro CELM,
modelo SB-190, com excec¢édo do sodio e potassio cuja dosagem foi realizada
no fotometro de chama CELM, modelo FC-280.

Para a dosagem da fosfatase alcalina® a técnica empregada foi o método
cinético, baseado na hidrélise do p-nitrofenilfosfato pela fosfatase alcalina no
soro ou plasma em pH 9,8 cuja velocidade de formacao (em comprimento de

onda de 450 nm) € proporcional a atividade da enzima presente.

Para a dosagem do LDH? a técnica empregada foi o método cinético
para determinacdo no plasma ou soro. A técnica baseia-se na conversao do
piruvato pela LDH em lactato, transformando o NADH2 em NAD. A velocidade
de diminuicdo da absorbancia em 340 nm é proporcional a atividade
desidrogenasica presente.

A proteina total® foi dosada pelo método colorimétrico (Bradford
mofificado) que utiliza corante Coomassie azul brilhante para detectar
quantidades minimas de proteinas. Esse corante forma um complexo com
albumina e diferentes variedades de globulinas existentes no liquor e urina. A
leitura em espectrofotdmetro é realizada 610 nm.

Para a dosagem da glicose® o método utilizado foi o enzimatico-
colorimétrico segundo Trinder para determinagéo de glicose em soro, plasma,
ou outros liquidos biolégicos. Baseia-se na atividade das enzimas glicose
oxidase e peroxidase, em comprimento de onda de 505 nm.

3 _ Fosfatase alcalina - Kit Katal.

* LDH - Kit Katal

> Proteinas Totais - Kit Microprote-Doles
% Glicose - Kit Celm.
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A creatinina’ foi dosada pelo método cinético para determinacdo da
creatinina em soro, plasma, urina e liquido amniético. A creatinina reage com o
acido picrico em meio alcalino, e mede-se a velocidade de formacao do picrato
alcalino, obtendo-se duas leituras espectrofotométricas em 510 nm.

A Uréia® foi dosada pelo método enzimatico-colorimétrico para
determinacao da uréia no sangue e urina. Ele baseia-se na hidrélise da uréia
pela enzima uréase, com produgao de gas carbdnico e ions aménio, em 600
nm. A cor formada é proporcional a concentragcdo de uréia presente na

amostra.

O Calcio® foi dosado pelo método colorimétrico empregado para soro,
plasma ou urina. O célcio reage com a cresolftaleina complexona (purpura de
ftaleina) em meio alcalino formando um complexo intensamente corado, em
570 nm. A absorbéncia é proporcional a quantidade de calcio presente na

amostra

O fon Cloreto'® foi dosado pelo método colorimétrico para determinacéo
da concentracao de cloretos em amostras de soro, urina e liquor, através de
reacdo de ponto final. Ela baseia-se na reacdo dos ions cloreto com tiocianato
de mercurio. Os ions tiocianato quando combinados com os ions férricos
formam tiocianato férrico, de coloragcdo amarela com intensidade proporcional a

concentracao de cloretos. Leitura realizada em 470 nm

Os ions Sédio e Potassio'' foram dosados pelo método de fotometria de
chama para determinacao de ions sédio, potassio e litio em amostras de soro
livre de hemdlise. Isto se baseia-se na excitacdo térmica de metais alcalinos,
com emissao de uma onda de frequéncia discreta, a qual pode ser isolada por
um filtro ético. A emissado € proporcional ao nimero de atomos excitados e,

portanto, determina a concentracao do ion na amostra.

"_ Creatinina — Kit Katal

8 _Uréia — Kit Katal

°_Célcio — Kit Katal

19 Cloreto — Kit Labtest
'_Sédio e Potéssio — Kit CELM
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4.5. A alfa-fetoproteina foi identificada empregando-se a eletroforese em
Gel de Poliacrilamida (PAGE)

4.5.1 Preparo do Gel de Poliacrilamida

O gel de 1 mm de espessura foi polimerizado entre duas placas de vidro,
com auxilio de espagadores colocados entre elas, nos lados e na parte inferior.
As placas foram presas uma contra a outra com garra metalica forte, sendo
uma posicionada no meio de cada um dos lados e duas na parte inferior. Os
bordos externos e os espacadores foram lacrados com agar 2% (fundido) e as

placas presas foram colocadas em posi¢cao vertical sobre uma superficie plana.

A solucéo de gel de separacéo a 12%, foi preparada e colocada entre as
duas placas de vidro. Acima dela, colocou-se uma camada de agua deionizada,
apos a polimerizacao do gel de separacao (aproximadamente 20 a 30 minutos),
descartou-se a agua deionizada, enxugou-se o topo do gel com um papel

toalha e a placa foi completada com a solu¢do do gel de empilhamento 3,5%.

Um pente foi introduzido na solugdo de gel de empilhamento antes de
sua polimerizagdao. Durante a polimerizacdo o pente forma 14 canaletas (ou
pocos), onde foram aplicadas as amostras.

Apdbs a polimerizagdo do gel de empilhamento, o espacador inferior foi
removido e as placas, com o gel de poliacrilamida no seu interior, foram fixadas
em uma cuba de eletroforese do tipo vertical.

O reservatoério inferior e o superior da cuba foram preenchidos com o
tampdo de corrida e o pente foi cuidadosamente removido do gel de

empilhamento, deixando as canaletas livres para se adicionar as amostras.

4.5.2. Corrida Eletroforética
As amostras preparadas foram aplicadas nas canaletas, com o auxilio de
um micropipetador e ponteira; a primeira canaleta a esquerda sempre recebia a
amostra padrdo (padrdo proteinas soro equino) que servia como controle
positivo; as demais canaletas recebiam as amostras a serem testadas.
Terminada a distribuicdo das amostras, os eletrodos da fonte de energia
elétrica foram conectados a cuba e a corrida eletroforética foi realizada a 12
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mA por aproximadamente 02 horas (30 minutos apds o azul de bromofenol ou
corante tracador ter atingido o final do gel de separacao).

ApGs a corrida, o gel de separacéao foi removido das placas para um recipiente
plastico e corado com corante comassie Blue e documentado por meio de
fotografia.

4.6. Analise estatistica:

Os dados foram analisados utilizando o pacote estatistico BioEstat 4.0
(AYRES et al.; 2005) sendo que os valores das classes (variaveis) que
apresentaram distribuicdo normal e variancias semelhantes (Proteina e Uréia
do Liquido Amnidtico) foram realizados através do teste de andlise de
variancia (ANOVA) e para verificagdo das diferengcas entre os tergos
gestacionais teste de Tukey. Nas classes a serem avaliadas que néao
obedeciam aos critérios de distribuicdo normal e/ou varidncias semelhantes
(demais classes do liquido Amnidtico e todas do Liquido Alantbideano), os
valores foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (ZAR,
1998) e as comparacdes necessarias através do teste de Student-Newman-

Keuls. O valor de significancia minima foi estabelecido em p<0,05.
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5. Resultados

Foram colhidos um total de 60 amostras de liquido alantoideano e
amniético, sendo 20 para gestagcbes com idades iguais ou menores a 03
meses, 20 para gestacdes com idades entre 4 — 8 meses e, 20 para gestacoes
com idades maiores ou iguais a 9 meses.

Os valores encontrados para média, desvio padrédo, valor minimo, valor
maximo, e amplitude dos dados, para cada variavel do liquido amniético estao
representados nas Tabelas numeradas de 01 a 09 acompanhados dos seus
respectivos Graficos. Figuras 06 — 14.

Os valores encontrados para média, desvio padrédo, valor minimo, valor
maximo, e amplitude dos dados, para cada variavel do liquido alantoideano
estdo representados nas Tabelas numeradas de 10 a 18 acompanhados dos
seus respectivos Graficos. Figuras 15 — 23.

A comparacao estatistica das meédias entre o liquido amnidtico e
alantoideano dos elementos bioquimicos analisados para cada fase do periodo
gestacional, estdo representados na Tabela 19 acompanhada do seu
respectivo Grafico. Figura 24.
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TABELA 01. Expressa os valores da média, desvio padrdo, valor minimo, valor
maximo, e amplitude dos dados da Fosfatase Alcalina (FA) em U/L no liquido

amniaotico.

Terco Terco Terco
FA — Lig. Amniético Inicial Médio Final
Média 69.62° 104.23° 51.46°
Desvio Padrao 44.40 44.71 15.40
Minimo 19.40 45.40 26.70
Maximo 162.80 197.90 84.20
Amplitude dos
dados 143.40 152.50 57.50

Letras iguais na mesma linha indicam n&o haver diferenga significativa p< 0,05.

1- Terco inicial da gestacao.

2- Tergo médio da gestagéo.

3- Tergo final da gestacgéo.

Ponto vermelho indica o valor da média.

Traco dentro da caixa revela o valor da mediana.

Asterisco revela valores com perfis anormais.

FIGURA 06. Representa o grafico para a Fosfatase Alcalina em U/L no liquido

amniaotico.
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TABELA 02. Expressa os valores da média, desvio padrdo, valor minimo, valor

maximo, e amplitude dos dados da glicose em mg/dL no liquido amnidtico.

Tergo Terco Terco
Glicose — Lig. Amnibtico Inicial Médio Final
Média 7,512 12,262 4,01°
Desvio Padrao 6,06 8,59 4,94
Minimo 1,30 2,70 0,20
Maximo 25,50 30,30 16,80
Amplitude dos dados 24,20 27,60 16,60

Letras iguais na mesma linha indicam n&o haver diferenga significativa p< 0,05.

1- Terco inicial da gestacao.

2- Tergco médio da gestacgao.

3- Terco final da gestagéo.

Ponto vermelho indica o valor da média.

Trago dentro da caixa revela o valor da mediana.
Asterisco revela valores com perfis anormais.

FIGURA 07: Representa o grafico da glicose em mg/dL no liquido amniético.
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TABELA 03. Expressa os valores da média, desvio padrao, valor minimo, valor
maximo, e amplitude dos dados da Proteina Total em mg/dL no liquido

amniaotico.

Terco Terco Terco
PT — Liguido Amnidtico Inicial Médio Final
Média 35,782 51,95° 30,722
Desvio Padrao 9,79 11,10 10,93
Minimo 13,00 34,50 13,90
Maximo 50,35 70,50 61,20
Amplitude dos dados 37,35 36,00 47,30

Letras iguais na mesma linha indicam n&o haver diferenga significativa p< 0,05.

1- Tergo inicial da gestacao.

2- Tergco médio da gestacgao.

3- Tergo final da gestacéo.

Ponto vermelho indica o valor da média.

Traco dentro da caixa revela o valor da mediana.

Asterisco revela valores com perfis anormais.

FIGURA 08: Representa o grafico da Proteina Total em mg/dL no liquido

amniaotico.
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TABELA 04. Expressa os valores da média, desvio padrdo, valor minimo, valor

maximo, e amplitude dos dados da Uréia em mg/dL no liquido amniético.

Uréia — Liqui. Terco Terco Terco
Amnibtico Inicial Médio Final

Média 59,99° 49,32° 43,452
Desvio Padrao 15,71 11,63 11,59
Minimo 34,50 30,60 23,60
Maximo 93,90 78,90 61,70
Amplitude dos dados 59,40 48,30 38,10

Letras iguais na mesma linha indicam n&o haver diferencga significativa p< 0,05.

1- Terco inicial da gestacao.

2- Tergo médio da gestagéo.

3- Terco final da gestagéo.

Ponto vermelho indica o valor da média.

Trago dentro da caixa revela o valor da mediana.
Asterisco revela valores com perfis anormais.

FIGURA 09. Representa o grafico da Uréia em mg/dL no liquido amnidtico.
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TABELA 05. Expressa os valores da média, desvio padrao, valor minimo, valor

maximo, e amplitude dos dados da Creatinina em mg/dL no liquido amnidtico.

Creatinina — Liqg. Terco Terco Terco
Amniotico Inicial Médio Final
Média 0,30° 1,93° 4,27°
Desvio Padréao 0,28 2,31 2,12
Minimo 0,10 0,10 1,30
Maximo 1,20 8,70 8,30
Amplitude dos dados 1,10 8,60 7,00

Letras iguais na mesma linha indicam nao haver diferenca significativa p< 0,05.

1- Terco inicial da gestacao.

2- Tergo médio da gestagéo.

3- Tergo final da gestacéo.

Ponto vermelho indica o valor da média.

Traco dentro da caixa revela o valor da mediana.

Asterisco revela valores com perfis anormais.

FIGURA 10. Representa o grafico da creatinina em mg/dL no liquido amniético.
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TABELA 06. Expressa os valores da média, desvio padrao, valor minimo, valor

maximo, e amplitude dos dados do Célcio em mg/dL no liquido amniético.

Tergo Terco Terco
Ca — Lig. Amnibtico Inicial Médio Final
Média 5,43° 8,37° 5,69°
Desvio Padrao 2,07 4,55 2,30
Minimo 2,40 2,70 2,50
Maximo 9,40 19,50 11,00
Amplitude dos
dados 7,00 16,80 8,50

Letras iguais na mesma linha indicam n&o haver diferenga significativa p< 0,05.

1- Terco inicial da gestacao.

2- Tergco médio da gestagao.

3- Terco final da gestagéo.

Ponto vermelho indica o valor da média.

Trago dentro da caixa revela o valor da mediana.
Asterisco revela valores com perfis anormais.

FIGURA 11. Representa o grafico do Calcio em mg/dL no liquido amnidtico.
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TABELA 07. Expressa os valores da média, desvio padrdo, valor minimo, valor

maximo, e amplitude dos dados do ion Cloreto em mEg/L no liquido amniético.

Tergo Terco Terco
Cl — Lig. Amniético Inicial Médio Final
Média 19,54 2 33,83° 21,20°
Desvio Padrao 4,42 9,38 4,41
Minimo 12,15 23,70 11,20
Maximo 25,77 52,50 29,20
Amplitude dos
dados 13,62 28,80 18,00

Letras iguais na mesma linha indicam n&o haver diferenga significativa p< 0,05.

1- Terco inicial da gestacao.

2- Tergo médio da gestagéo.

3- Tergo final da gestacéo.

Ponto vermelho indica o valor da média.

Traco dentro da caixa revela o valor da mediana.

Asterisco revela valores com perfis anormais.

FIGURA 12. Representa o grafico do ion Calcio em mEq/L no liquido

amnidtico.
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TABELA 08. Expressa os valores da média, desvio padrao, valor minimo, valor

maximo, e amplitude dos dados do ion S6dio em mEg/L no liquido amniético.

Tergo Terco Terco
Na — Lig. Amniético Inicial Médio Final
Média 96,952 130,15° 92,102
Desvio Padrao 31,20 12,89 26,94
Minimo 49,00 102,00 39,00
Maximo 137,00 155,00 143,00
Amplitude dos
dados 88,00 53,00 104,00

Letras iguais na mesma linha indicam n&o haver diferenga significativa

p< 0,05,

1- Terco inicial da gestacao.

2- Tergco médio da gestagao.

3- Terco final da gestagéo.

Ponto vermelho indica o valor da média.

Trago dentro da caixa revela o valor da mediana.
Asterisco revela valores com perfis anormais.

FIGURA 13. Representa o gréafico do ion Sodio (Na) em mEg/L no liquido

amnidtico.
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TABELA 09. Expressa os valores da média, desvio padrao, valor minimo, valor

maximo, e amplitude dos dados do ion Potassio em mEg/L no liquido

amnidtico.

K — Lig. Amnibtico Terco Inicial Terco Médio Terco Final

Média 8,102 5,992 6,61°
Desvio Padrao 5,19 1,49 3,44
Minimo 3,00 3,80 2,40
Maximo 21,00 8,80 14,00
Amplitude dos dados 18,00 5,00 11,60

Letras iguais na mesma linha indicam nao haver diferenga significativa p< 0,05.

1- Tergo inicial da gestagao.

2- Tergco médio da gestacgao.

3- Tergo final da gestacéo.

Ponto vermelho indica o valor da média.

Trago dentro da caixa revela o valor da mediana.

Asterisco revela valores com perfis anormais.

FIGURA 14. Representa o grafico do ion potassio (K) em mEg/L no liquido

amnidtico.
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TABELA 10. Expressa os valores da média, desvio padrdo, valor minimo, valor
maximo, e amplitude dos dados da Fosfatase Alcalina em U/L no liquido

alantoideano.

FA — Lig. Alantbéideano Terco Inicial Terco Médio Terco Final

Média 18,76 19,21% 19,982
Desvio Padrao 13,32 9,25 4,79

Minimo 10,50 9,70 11,30
Maximo 63,20 38,10 29,20
Amplitude dos dados 52,70 28,40 17,90

Letras iguais na mesma linha indicam nao haver diferenga significativa p< 0,05.

1- Terco inicial da gestacao.

2- Terco médio da gestagéao.

3- Terco final da gestagéo.

Ponto vermelho indica o valor da média.

Traco dentro da caixa revela o valor da mediana.
Asterisco revela valores com perfis anormais.

FIGURA 15. Representa o grafico para a Fosfatase alcalina em U/L no liquido

alantoideano.
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TABELA 11. Expressa os valores da média, desvio padrdo, valor minimo, valor
maximo, e amplitude dos dados da glicose em mg/dL no liquido alantoideano.

Glicose — Lig. Alantoideano Tergo Inicial Ter¢co Médio Tergo Final

Média 7,192 16,43° 5,162
Desvio Padrao 5,60 8,23 3,84
Minimo 1,10 6,30 1,60
Maximo 22,20 28,40 16,70
Amplitude dos dados 21,10 22,10 15,10

Letras iguais na mesma linha indicam n&o haver diferenga significativa p< 0,05.

1- Terco inicial da gestacao.

2- Tergco médio da gestagao.

3- Terco final da gestagéo.

Ponto vermelho indica o valor da média.

Trago dentro da caixa revela o valor da mediana.
Asterisco revela valores com perfis anormais.

FIGURA 16. Representa o gréafico da glicose em mg/dL no liquido alantoideano
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TABELA 12. Expressa os valores da média, desvio padrado, valor minimo, valor

maximo, e amplitude dos dados da proteina total em mg/dL no liquido

alantoideano.

Tergo Terco Terco
PT Lig. Alantoideano Inicial Médio Final
Média 10,81° 40,532 32,072
Desvio Padrao 8,72 19,26 7,94
Minimo 1,16 16,50 21,30
Maximo 32,65 96,00 44,30
Amplitude dos dados 31,49 79,50 23,00

Letras iguais na mesma linha indicam n&o haver diferenca significativa p< 0,05.

1- Tergo inicial da gestagao.

2- Tergo médio da gestagéo.

3- Tergo final da gestacao.

Ponto vermelho indica o valor da média.

Traco dentro da caixa revela o valor da mediana.

Asterisco revela valores com perfis anormais.

FIGURA 17. Representa o grafico da Proteina Total em mg/dL no liquido

alantoideano.
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TABELA 13. Expressa os valores da média, desvio padrdo, valor minimo, valor

maximo, e amplitude dos dados da Uréia em mg/dL no liquido alantoideano.

Uréia — Liq. Terco Terco Terco
Alantoideano Inicial Médio Final

Média 65,742 61,842 41,68°
Desvio Padrao 19,78 17,63 9,76

Minimo 26,40 38,50 29,20
Maximo 97,50 87,00 61,50
Amplitude dos dados 71,10 48,50 32,30

Letras iguais na mesma linha indicam n&o haver diferencga significativa p< 0,05.

1- Tergo inicial da gestagao.

2- Tergco médio da gestacao.

3- Tergo final da gestacéo.

Ponto vermelho indica o valor da média.

Trago dentro da caixa revela o valor da mediana.
Asterisco revela valores com perfis anormais.

FIGURA 18. Representa o grafico da Uréia em mg/dL no liquido alantoideano.
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TABELA 14. Expressa os valores da média, desvio padrdo, valor minimo, valor
maximo, e amplitude dos dados da Creatinina em mg/dL no liquido

alantoideano.

Creatinina — Liqg. Terco Terco Terco
Alantoideano Inicial Médio Final
Média 0,412 7,60° 13,91°
Desvio Padrao 0,42 5,07 3,13
Minimo 0,00 1,00 6,90
Maximo 1,50 15,80 18,00
Amplitude dos dados 1,50 14,80 11,10

Letras iguais na mesma linha indicam n&o haver diferenga significativa p< 0,05.

1- Terco inicial da gestacao.

2- Tergo médio da gestagéo.

3- Tergo final da gestacéo.

Ponto vermelho indica o valor da média.

Traco dentro da caixa revela o valor da mediana.
Asterisco revela valores com perfis anormais.

FIGURA 19. Representa o grafico da creatinina em mg/dL no liquido
alantoideano.
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TABELA 15. Expressa os valores da média, desvio padrdo, valor minimo, valor

maximo, e amplitude dos dados do Célcio em mg/dL no liquido alantoideano.

Ca — Lig. Alantoideano Terco Inicial Terco Médio Terco Final

Média 4,12° 17,662 20,152
Desvio Padrao 2,98 4,21 8,93
Minimo 1,40 9,10 8,00
Maximo 10,00 28,80 46,80
Amplitude dos dados 8,60 19,70 38,80

Letras iguais na mesma linha indicam nao haver diferenca significativa p< 0,05.

1- Terco inicial da gestacao.

2- Tergco médio da gestacao.

3- Terco final da gestagéo.

Ponto vermelho indica o valor da média.

Trago dentro da caixa revela o valor da mediana.
Asterisco revela valores com perfis anormais.

FIGURA 20. Representa o grafico do Célcio em mg/dL no liquido alantoideano.
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TABELA 16. Expressa os valores da média, desvio padrdo, valor minimo, valor
maximo, e amplitude dos dados do ion Cloreto em mEg/L no liquido

alantoideano.

Cl — Lig. Alantoideano Terco Inicial Tergo Médio Terco Final

Média 7,54° 4822 2,952
Desvio Padrao 3,29 3,42 1,49
Minimo 2,68 0,75 1,20
Maximo 16,57 11,50 5,70
Amplitude dos dados 13,89 10,75 4,50

Letras iguais na mesma linha indicam nao haver diferenca significativa p< 0,05

1- Terco inicial da gestacao.

2- Tergco médio da gestacgao.

3- Terco final da gestagéo.

Ponto vermelho indica o valor da média.

Trago dentro da caixa revela o valor da mediana.

Asterisco revela valores com perfis anormais.

FIGURA 21. Representa o grafico do ion Cloreto em mEq/L no liquido
alantoideano.



37

TABELA 17. Expressa os valores da média, desvio padréo, valor minimo, valor

maximo, e amplitude dos dados do ion sédio em mEg/L no liquido

alantoideano.

Na — Lig. Alantoideano Terco Inicial Terco Médio Terco Final

Média 18,15° 41,002 48,4032
Desvio Padrao 10,39 27,55 21,46
Minimo 5,00 14,00 14,00
Maximo 49,00 96,00 105,00
Amplitude dos dados 44,00 82,00 91,00

Letras iguais na mesma linha indicam n&o haver diferenga significativa p< 0,05.

1- Tergo inicial da gestagao.

2- Tergco médio da gestacgao.

3- Terco final da gestagéo.

Ponto vermelho indica o valor da média.

Trago dentro da caixa revela o valor da mediana.
Asterisco revela valores com perfis anormais.

FIGURA 22. Representa o gréfico do ion Sédio

amnidtico.

em mEg/L no liquido
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TABELA 18. Expressa os valores da média, desvio padrdo, valor minimo,
valor maximo, e amplitude dos dados do ion Potassio em mEqg/L no liquido

alantoideano.

K — Lig. Alantoideano Terco Inicial Terco Médio Terco Final

Média 7,60° 12,09° 8,132
Desvio Padrao 5,61 4,32 10,52
Minimo 1,00 6,20 0,00
Maximo 25,00 21,80 34,20
Amplitude dos dados 24,00 15,60 34,20

Letras iguais na mesma linha indicam n&o haver diferenga significativa p< 0,05.

1- Terco inicial da gestacao.

2- Tergco médio da gestacgao.

3- Terco final da gestagéo.

Ponto vermelho indica o valor da média.

Trago dentro da caixa revela o valor da mediana.
Asterisco revela valores com perfis anormais.

FIGURA 23. Representa o grafico do ion Potassio em mEg/L no liquido

alantoideano.
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TABELA 19. Expressa os valores das médias obtidas da comparacao
estatistica entre o liquido amniético e alantoideano dos elementos bioquimicos
analisados para cada fase do periodo gestacional.

Liquido Liquido
Alantéide Amniético
Variaveis bioquimicas (Valores (Valores
analisadas/fase da gestacao Médios) Médios)
FA — Terco Inicial 18,76 " 69,62%°
FA — Terco Médio 19,21 %" 104,23°°
FA — Terco Final 19,98 51,46
FA — Valor Médio da Gestacéo 19,31" 75,10°
Glicose — Terco Inicial 7,19% 7,513
Glicose — Terco Médio 16,43°" 12,26
Glicose — Terco Final 5,16 4,01
Glicose — Valor Médio da
Gestacéo 9,59" 7,92%
Proteina — Terco Inicial 10,81 35,78
Proteina — Terco Médio 40,53 51,95
Proteina — Terco Final 32,07 30,72
Proteina — Valor Médio da
Gestacéo 27,80" 39,48°
Uréia — Terco Inicial 65,74*" 59,99 °*
Uréia — Terco Médio 61,84 " 49,32%*
Uréia — Terco Final 41,68°A 43,453
Uréia — Valor Médio da Gestacao 56,42" 50,92"
Creatinina —Terco Inicial 0,41 0,30**
Creatinina —Terco Médio 7,60 1,93
Creatinina —Terco Final 13,91 4,27°%®
Creatinina —Valor Médio da
Gestagéo 7,30% 2,16°
Ca — Terco Inicial 412" 5,433
Ca — Terco Médio 17,66 " 8,37
Ca — Terco Final 20,153 5,69
Ca — Valor Médio da Gestacéo 13,97% 6,50°
Cl — Terco Inicial 7,54 °A 19,545
Cl — Terco Médio 4,823 33,83
Cl — Terco Final 2,95 21,20%°
Cl — Valor Médio da Gestacéo 510" 24,86°
Na — Tergo Inicial 18,15 96,95
Na — Tergo Médio 41,00 130,15
Na — Terco Final 48,403 92,102
Na — Valor Médio da Gestacéo 35,85" 106,40 °
K — Tergo Inicial 7,60%" 8,10
K — Tergo Médio 12,09 5,99 %
K — Terco Final 8,13 6,61
K — Valor Médio da Gestacéo 9,27" 6,90°

Letras mailsculas diferentes na mesma

linha

indicam haver diferenca

significativa (p<0,05) e letras minlsculas diferentes na mesma coluna,
considerando a mesma variavel, indicam haver diferenga significativa (p<0,05).
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FIGURA 24. Representa o grafico obtido da comparagdo da andlise bioquimica do liquido amnidtico e alantoideano, para

cada fase do periodo gestacional.
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A eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% dos liquidos amniéticos
apresentou uma banda protéica acima da banda referente a albumina e,
revelou a presenca de uma banda protéica, imediatamente abaixo da banda da
albumina, ambas sao visualmente detectaveis, a partir do terco médio da
gestacao como mostra a Figura 25 da pagina 41.

A eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% dos liquidos
alantoideanos néo revelou a presenga de bandas protéicas proximas a banda
da albumina, para as trés fases do periodo gestacional determinadas para este

experimento.

. \\

A seta amarela aponta para a banda proteica da albumina.

A seta verde evidencia a banda proteica referente a cadeia pesada de anticorpos.

A seta preta destaca a banda protéica abaixo da banda da albumina e a seta vermelha destaca
a banda proteica acima da banda da albumina.

FIGRURA 25: Foto da eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% mostrando
as bandas protéicas dos liquidos amnidticos.
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6. Discussao

Ao consultarmos a literatura, chama a atencéo a escassez de trabalhos
a respeito da fisiologia obstétrica e, principalmente, sobre a composicéao
bioquimica dos liquidos amniéticos e alantoideanos nos eqliinos, embora, se
encontre diversos trabalhos voltados para a assisténcia ao parto da égua e
sobre o diagnostico da gestacédo nesta espécie.

Um dos principais empecilhos para o desenvolvimento da fisiologia
obstétrica nos equiinos foi sem duvida, a dificuldade de se obter com relativa
seguranca os fluidos amnidticos e alantoideano nas éguas, fato que nao
ocorreu no ser humano e em outras espécies animais como 0S ovinos, caprinos
e até mesmo, os bovinos. Contudo, a amniocentese na égua durante muitos
anos desencadearam problemas como infeccdes uterinas que inviabilizava a
continuidade da vida intra-uterina do concepto e até mesmo, a ocorréncia de
abortamentos em virtude de traumas decorrentes de varias perfuragdes da
cavidade alantoideana e amnibtica para a obtencdao dos fluidos fetais
(ASBURY, LEBLANC, 1993).

O advento da ultrassonografia permitiu acompanhar o posicionamento
do cateter durante a realizacdo do procedimento cirurgico de laparocentese
trans-abdominal (RENAUDIN et al., 1997; VINCE et al.,2002). Este fato trouxe
grandes avancgos para o procedimento (SCHIMIDT et al.,1991) somados ao
desenvolvimento de novos materiais para a confeccdo de sondas destinadas a
cateterizar érgaos delicados como os rins dos humanos, (MURCHIE et al.,
2003; LYLE et al., 2006). Muito embora, pelo fato do custo dos equipamentos
ser elevado inviabiliza a realizacdo do procedimento, na rotina obstétrica da
maioria dos hospitais veterinarios.

Diante desse fato, optou-se por trabalhar com pecas oriundas de
abatedouro especializado no comercio da carne equina, para a obtencao dos
fluidos fetais. Com isso, o custo financeiro para a realizagdo do experimento
tornou-se bem menor, 0 que permitiu a sua realizagao.

A colheita dos fluidos fetais, das bolsas amniéticas e alantoideanas dos
fetos que se encontravam com 03 meses ou mais de idade gestacional
transcorreram sem problemas. Haja vista, a grande quantidade de volume dos
fluidos. No entanto, o mesmo nao aconteceu para os fetos com idade
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gestacional abaixo de 03 meses, pois o reduzido volume das amostras colhidas
durante o experimento, dificultou as mensuragdes propostas. O volume médio
obtido para este grupo foi de 2 mL.

Foram colhidos um total de 60 amostras de liquido alantoideano e
amniético, sendo 20 para gestagbes com idades iguais ou menores que 03
meses, 20 pra gestacdes entre 4 — 8 meses e 20 para gestacées com idade
maiores ou iguais a 9 meses e respectivamente classificados como grupo 1, 2
e 3.

Os valores das médias encontradas para a fosfatase alcalina FA no
liquido amnidtico revelaram a ocorréncia de um aumento significativo no tergo
médio da gestagédo. Assim, para os valores das médias entre o terco inicial e
terco médio obteve-se p = 0,003 e para o terco médio e final obteve-se p =
0,004. No entanto, entre o terco inicial e final ndo houve variacdes estatisticas
significantes p = 0,254. No entanto, os valores das médias da FA no liquido
alantoideano n&o sofreram variagées significativas ao longo do periodo
gestacional p > 0,05.

Todavia, nao foi possivel comparar esses resultados com os de outros
autores devido a escassez de trabalhos, sobre esse tema na literatura. Porém,
os valores da FA no liquido amniotico se apresentaram bem mais elevados nos
trés momentos do experimento quando comparados aos observados para o
liquido alantoideano. Assim, os resultados estatisticos s&o parecidos aos
observados por KOCHHAR et al., (1997) para a espécie eqlina. Embora os
valores das médias dos dois trabalhos sejam diferentes. No presente estudo
para o terco final da gestacdo no liquido amnibtico ela foi de 51,46 U/L
resultado bem inferior ao relatado pelo outro autor que foi de 96.95U/L. Para o
fluido alantoideano o presente estudo encontrou a média de 19,98 U/L
enquanto o outro autor observou a média de 25,63U/L. Agora ao se comparar
as médias da FA entre os dois fluidos evidenciou-se o0 que a FA se encontra
em maior quantidade no liquido amniético, com diferencgas significantes para os
trés estagios da gestacdo. A FA esta correlacionada com a maturidade fetal,
formacdo Ossea fetal e principalmente, com a funcdo renal. Nos estagios
iniciais, da gestacdo em humanos, acredita-se que o aumento da sua
intensidade estd ligado a descamacao do epitélio intestinal (HAHNEMANN,
1974).
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No presente estudo, os valores das médias para a glicose no liquido
amniotico, no terco final da gestacao, apresentou um valor significativamente
menor. Portanto, quando se compara os valores dos terco iniciais € médio ndo
se observa diferencas estatisticas. No entanto, entre o terco inicial e final ha
diferencas significantes p = 0,254. O mesmo ocorre entre o terco médio e o
final p = 0,0001. Para o liquido alantoideano a glicose apresentou um aumento
significativo no terco médio da gestacdo. Assim, evidenciam-se diferencas
estatisticas entre o terco inicial e médio, p = 0,003 e, entre o terco médio e o
final, p = 0,001. Agora quando se compara as médias da glicose do liquido
alantoideano com as médias do liquido amnidtico observa-se que a quantidade
de glicose presente no liquido alantoideano é maior e possui significAncia para
o terco final da gestacdo. Estes resultados sao contrarios aos relatados por
KOCHHAR et al., (1997) que encontraram valores mais altos para o liquido
amnioético. Assim, ao se comparar os resultados dos dois trabalhos nota-se que
os valores das médias do liquido alantoideano sdo bastante semelhantes. Ja os
valores encontrados para o liquido amniotico sao diferentes sendo 4,01mg/dL
para o presente experimento e 20,1mg/dL para os resultados do outro autor, no
terco final da gestacao.

Ademais, cumpre lembrar que as éguas eram abatidas nas primeiras
horas da manha e as amostras foram congeladas no periodo da tarde portanto,
transcorreu certo tempo apdés a morte dos animais e o congelamento das
amostras, e este fato pode sim vir a interferir nos resultados das dosagens
obtidas neste experimento, em virtude da glicdlise que continua a ocorrer
mesmo apds a morte dos animais.

Outro fator que certamente influenciou os resultados das dosagens da
glicose neste experimento é o stress que o0s animais s&o submetidos
imediatamente antes do abate.

Em ovinos PRESTES et al.,, (2001) encontraram valores diferentes
estatisticamente para a glicose ao compararem a quantidade presente no
liquido amni6tico aos 70, 100, e 145 dias de gestacdo. Os autores relatam
também, que houve uma reducao dos valores ao longo do periodo gestacional
na ovelha. Fato que se assemelha ao observado neste experimento e que
provavelmente se deve a ingestdo de glicose decorrente do reflexo de
degluticao fetal. Ademais, a concentracao de glicose pode se apresentar de
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maneira diferente entre as espécies pois, BARRETO et al., (2006) dosou a
glicose nos fluidos fetais de cadelas aos 30 e 40 dias de gestacao e nao
encontrou variagées dos valores entre o liquido alantoideano e amnidtico.

As médias encontradas para a proteina total no liquido amnibtico
durante este experimento, revelam que houve um aumento significativo no
terco médio da gestacao. Portanto entre o terco inicial e médio ha diferenccas
significativas p < 0,01. Entre o terco inicial e final ndo ha diferengas p > 0,05 e,
entre os o terco médio e final ha diferencas significativas, p < 0,01. No liquido
alantoideano, os valores encontrados revelam um aumento no terco médio da
gestacdo o qual permaneceu até o terco final. Contudo, os valores encontrados
neste estudo, em questdo, para o liquido alantoideano sdo muito diferentes
daqueles resultados obtidos por KOCHHAR et al., (1997) para o terco final da
gestacéo, sendo que o mesmo fato se repete para a PT presente no liquido
amniético. Ao se comparar os valores entre os fluidos fetais observa-se
maiores quantidades de PT no liquido amniotico para o tercgo inicial e médio. Ja
para o terco final os valores das médias se equivalem.

No entanto o comportamento dos valores das médias da PT no liquido
amnioético ao longo da gestacédo nao foi semelhante ao observado por Prestes
et al., (2001) para a espécie ovina. Onde a PT se elevou aos 100 dias de
gestacdo e permaneceu praticamente constante. N&o obstante, os valores
encontrados neste experimento se assemelham aos obtidos em outras
espécies no que tange a pequena quantidade de proteina presente nos fluidos
fetais (REDDY et al., 1995; PRESTES et al., 2001; BARRETO et al., 2006).
Pois, para se poder analisar a PT neste experimento, houve a necessidade de
se empregar o método colorimétrico (Bradford mofificado) que é capaz de
detectar quantidade minima de proteina. Uma vez que, o kit empregado para
se avaliar a PT na rotina, ndo foi sensivel, o bastante, para se dosar as
proteinas presentes nos liquidos fetais da égua.

A média dos valores para a uréia no liquido amniético apresentou um
valor mais elevado e significativo, segundo os calculos estatisticos, na fase
inicial da gestagao p < 0,05. O mesmo fato foi observado no liquido amniético
de ovinos por PRESTES et al., (2001). Posteriormente, para o terco médio e
final os valores ndo sofreram alteragdes. O valor da média no presente estudo,

para o teco final da gestacao foi de 43,45 mg/dL resultado muito semelhante ao
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encontrado por KOCHHAR et al., (1997), que relataram um valor de 41,7 mg/dL
para o liquido amniético de éguas que nao apresentaram partos distécicos.

A média dos valores da uréia no liquido alantoideano revelaram nao
haver diferengas de valores entre o terco inicial e médio da gestagao p = 0,624.
Porém, ocorreu uma diminuicdo do valor no terco final da gestacdo onde p <
0,005. Tal fato pode ser decorrente da grande quantidade de urina presente no
saco alantoideano no tercgo final da gestagcdo (MELLOR et al., 1975). A média
obtida neste trabalho para a uréia no terco final de gestacao foi de 41,68 mg/dL
valor préximo ao encontrado por KOCHHAR et al., (1997) que foi de 27,75+
9,48 mg/dL. Contudo, quando comparamos os valores da uréia no liquido
amniotico e alantoideano observou-se que os valores foram diferentes apenas
no terco médio da gestacdo onde a média do liquido alantoideano se
apresentou mais elevada. Esse resultado difere dos observados por BARRETO
et al., (2006) em cadelas, ao dosar a uréia entre 30 e 40 dias de gestagao.
Pois, esses autores ndo encontraram diferencas estatisticas entre o liquido
alantoideano e amnidtico.

A média dos valores da creatinina presente no liquido amnibtico se
elevou ao longo do periodo gestacional. Os valores apresentaram diferencas
significativas entre o terco inicial e o médio p = 0,004 e, entre o tergco médio e 0
terco final p = 0,003. No entanto, os valores obtidos para a creatinina no terco
final de gestacao, neste experimento foi de 4,27mg/dL valor bem menor que os
relatados por KOCHHAR et al., (1997) que foi de 19,38+4,67mg/dL. Para o
liquido alantoideano o valor observado também apresentou variagbes
significantes ao longo da gestacdo. Os valores apresentaram diferencas
significativas entre o tergo inicial e o médio p = 0,001 e, entre o tergo meédio e o
terco final p = 0,01. Entretanto, o valor observado de 13,91mg/dL € muito
inferior aos obtido por KOCHHAR et al., (1997) que foi de 68,7mg/dL. Ao
compararmos os valores entre os liquidos amniéticos e alantoideanos observa-
se valores estatisticamente diferentes para o terco médio e final da gestacao,
sendo os valores presentes no liquido alantoideano superior ao do liquido
amnioético. Essa observagao no presente trabalho estda em conformidade com o
resultados encontrados por KOCHHAR et al., (1997). O aumento da taxa de
creatinina esta correlacionado com a maturidade renal (PRESTES et al., 2001)
e também; com a atividade muscular fetal (KOCHHAR et al., 1997). E segundo
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VAALA, (1999) os fetos equinos que sdo acometidos pela sindrome da asfixia
no pre-parto apresentam alteracdo do valor da creatinina em funcdo da
reducdo do fluxo sanguineo destinado a perfusdo renal. Porém, essa
observacédo da diferenca dos valores entre os fluidos fetais para a creatinina
nao foi observado nas cadelas por BARRETO et al., (2006).

A média do ion célcio do liquido amnidtico, no terco médio da gestagéao
foi de 8,37mg/dL apresentando uma elevagao significativa quando comparada
com o terco inicial p = 0,01 e final da gestacdo p = 0,04. Para o liquido
alantoideano, o ion célcio apresentou uma elevagéo ao longo da gestacéo,
sendo que a meédia obtida no terco inicial foi de 4,12mg/dL mais baixa e
estatisticamente diferente das médias observadas para o terco médio que foi
de 17,66 mg/dL e também, para o terco final que foi de 20,15mg/dL onde p =
0,001. Todavia, ao se comparar os valores obtidos entre os liquidos fetais
observa-se que no terco inicial da gestacdo os valores sao semelhantes
enquanto que para o terco meédio e final ha diferengas estatisticas significantes
e a quantidade de ion ca se apresenta mais elevada no liquido alantoideano.
Esses resultados se assemelham aos obtidos por KOCHHAR et al., (1997)
porém a unidade utilizada por esses autores foi mEg/L. Os mesmos autores
atribuem a maior concentragdo de ions Calcio no liquido alantoideano a
atividade renal. Ademais, faltam trabalhos sobre o0 assunto para se estabelecer
novas comparagoes.

A média da concentracdo do ion cloreto (Cl) no liquido amnidtico no
terco meédio do periodo gestacional foi de 33,83mEqg/L, se apresentando mais
alta e estatisticamente diferente das medias obtidas no tergo inicial e final da
gestacao. Este fato ndo foi observado por PRESTES et al., (2001) em liquido
amniético de ovelhas. Onde os autores encontraram valores estatisticamente
diferentes no decorrer da gestacdo. No liquido alantoideano houve uma
reducao significativa estatisticamente da concentracéo do ion Cl do terco inicial
para o terco médio. Este valor permaneceu sem sofrer alteracao significativa,
entre este momento e o terco final da gestacdo. Nao obstante, ao se comparar
os valores de Cl encontrados no liquido alantoideano e amniético evidencia-se
uma concentracdo mais elevada e, estatisticamente significativa, no liquido

amniotico. Isto se fez presente nos trés periodos do experimento.
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A média da concentracdo do ion sédio (Na) no liquido amnioético se
apresentou mais alta no terco médio 130,15mEq/L Ela €& estatisticamente
significante quando comparada ao terco inicial e final. A concentragéo
encontrada no terco final foi de 92,10 mEg/L. Esse valor € menor ao observado
por KOCHHAR et al., (1997). Porém esse fato nao foi observado por PRESTES
et al., (2001) em ovinos, que encontraram uma reducdo significativa da
concentracdo de Na ao longo da gestacdo. No liquido alantoideano as médias
da concentracdo de Cl nao sofreram variacées significativas durante a
gestacao. Entretanto, ao se comparar os valores da concentragdo deste ion
presente no liquido alantoideano e amnidtico observa-se que a concentracao é
mais alta e significativa no liquido amnidtico, nos trés momentos gestacionais
determinados para a realizacao do experimento. Sendo que a maior diferenca
se deu no terco médio da gestacao. Esse resultado ndo se assemelha ao
observado por BARRETO et al., (2006) em cadelas.

As médias da concentracdo de potassio K nao sofreram variacbes
significativas no liquido amniédtico ao longo do periodo gestacional. Para o terco
final da gestagdo a média encontrada foi de 6,61mEqQ/L. Esse valor esta bem
préximo ao observado por KOCHHAR et al.,, (1997) que encontraram uma
concentragdo de 9,2mEqg/L. Para o liquido alantoideano a média da
concentragdo do K foi de 12,09 mEg/L se apresentando mais elevada e
estatisticamente diferente no terco médio. Para o terco final a concentracéao de
K foi de 8,13mEqg/L valor também bastante préximo dos encontrados por
KOCHHAR et al.,, (1997). Outrossim ao se comparar as médias das
concentragdes do K presente nos liquidos fetais observa-se que no terco médio
a concentragcdo € maior e, significativa no liquido alantoide. Isso esta
relacionado com o aumento da producdo da urina fetal mas também, com o
aumento da atividade metabdlica do feto durante a gestagao (KOCHHAR et al.,
1997; PRESTES et al., 2001).

Nao foi possivel de se realizar a dosagem do Lactato deshidogenase
(LDH) empregando-se o método cinético para determinagdo no plasma ou soro
A técnica baseia-se na conversao do piruvato pela LDH em lactato,
transformando o NADH2 em NAD. Os resultados obtidos foram muito dispares.
Tentou-se entdo, utilizar um kit de outra marca. Porém, sem sucesso e, para se

verificar se os kits estavam sem problemas, dosou-se a LDH de um cado. O
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resultado obtido estava dentro dos padrées de normalidade. No entanto
KOCHHAR et al., (1997) em seu trabalho relata a dosagem de LDH Entretanto,

o autor ndo menciona a técnica empregada.

A corrida eletroforética foi realizada empregando-se a solucao de gel de
separacdo a 12% seguindo a metodologia preconizada por BARRETO (2006)
para a eletroforese do liquido amniético de cadelas. Ademais, foi nessa
concentracao que se conseguiu uma melhor distribuicdo e consequentemente,
melhor visualizacdo das bandas protéicas, pois quando se aumentou a
concentragdo do gel de separacdo para 15% a corrida de proteinas
praticamente ndo ocorreu e, ao se diminuir as concentracdes para 10% e 8%
nao ocorriam as separagdes das bandas protéicas ao longo do gel.

A eletroforese para a observacado da AFP foi realizada utilizando-se 07
amostras de liquidos amni6ticos de éguas em terco inicial de gestacao, 07
amostras de liquidos em terco médio e 07 amostras de liquidos em terco final
de gestacdo. Uma vez que, ja se sabe que a albumina bovina possui um peso
molecular de 68 kDa LANE, (1985) pode-se estimar o peso da albumina equina
e, a partir de entdo, procurou-se identificar se havia a presenca de uma banda
protéica abaixo da banda de albumina e acima da banda protéica da cadeia
pesada de anticorpos, cujo peso molecular é de 55 kDa (LANE, 1985). A alfa-
fetoproteina € uma alfa-globulina KANEKO, (1997) cujo peso molecular na
espécie humana é de 69 kda CAMPANA et al., (2003) e na espécie canina é de
66 kDa (BARRETO, 2006).

Em todas as amostras analisadas pode-se visualizar com facilidade a
banda protéica referente a albumina. Para as amostras do tergo inicial de
gestacdo nao se observou a presenca de uma banda protéica imediatamente
abaixo da banda da albumina em 5 das 7 amostras analisadas. No entanto,
para as mostras do terco médio ja foi possivel, visualizar a presenga de uma
banda protéica de coloragao leve, o que indica baixa concentracao de proteina,
imediatamente abaixo da banda da albumina. Isso se deu em todas as
amostras analisadas. A interpretacao da eletroforese das amostras dos liquidos
amnioticos do terco final da gestagao, revelou a presenca de bandas protéicas
com coloracdo mais intensa e portanto, mais facil de se visualizar que a

observada nas amostras do terco médio. Isto indica, um provavel aumento da
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concentragdo protéica, no entanto a separacdo entre as bandas da AFP e
alboumina sao ténues devido a proximidade do peso molecular dessas
moléculas. Essas observagcdes parecem ser contrarias as relatadas por SMITH
et al., (1979) que através de radioimunoensaio encontraram uma concentracao
mais elevada de AFP nos fluidos fetais em bovinos, para o terceiro e quarto
més de gestacéo.

Outro fendbmeno que chamou a atencdo na eletroforese foi a presenga
de uma banda protéica imediatamente acima da banda de albumina indicando
portanto, que ha outra proteina de peso molecular discretamente maior que a
albumina para a espécie equina no liquido amni6tico.

A eletroforese das amostras dos liquidos alantoideanos ndo permitiu
identificar de forma clara a presenca de bandas protéicas que de acordo com o
seu peso molecular pudessem ser reconhecidas como sendo a AFP. Isso pode
estar relacionado com baixas concentracbes da AFP nos liquidos
alantoideanos pesquisados, a necessidade de ajuste da técnica somado a falta
do conhecimento do peso molecular exato da AFP dos equinos. Todos esses
fatores foram limitantes para a obtencéo deste resultado.
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7. Conclusoes

1) Para o liquido amniédtico observa-se que:

e a fosfatase alcalina, a Proteina total, os ions Calcio, Cloreto e
Sodio sdo mais elevados no ter¢o médio do periodo gestacional.

e aconcentracdo da uréia é maior na fase inicial da gestacao.

e aconcentracdo de creatinina se eleva durante a gestacao.

e a concentracdo do ion Potassio ndo se eleva durante as fases

gestacionais determinadas para este experimento.

2) Para o liquido alantoideano observa-se que:

a fosfatase alcalina ndo apresenta variagbes significantes ao longo
do periodo gestacional.

a glicose e o ion potassio apresentam aumento no terco médio da
gestacéao

a proteina total, os ions Calcio e S6dio apresentam valores menores
no terco inicial da gestacgéao.

a concentragdo do ion cloreto é menor no inicio da gestacao.

a concentragao da uréia é menor na fase final da gestagéao

a concentracdo do ion cloreto é maior na fase inicial da gestacao.

a concentrag&o da creatinina se elevou durante a gestagao.

3) As comparacdes das medias das concentracdes dos ligiuidos fetais

revelam que:

as concentracdes da Fosfatase alcalina, Proteina total, ions cloreto,
Sddio, sdo maiores no liquido amniético nas trés fases da gestacao.
as concentragbes da Glicose e da Uréia ndo apresentam diferencas
durante a gestacéao

as concentracbes dos ions Calcio, Potassio sdo maiores no liquido
alantoideano.

4) A eletroforese do liquido amniotico possibilitou identificar uma banda

protéica imediatamente abaixo da banda referente a banda da albumina,
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e uma banda imediatamente acima. Estas bandas protéicas
aumentaram de tamanho ao longo do periodo gestacional o que sugere
um aumento da concentracao protéica, mas novos estudos precisam ser
realizados para se determinar quais destas bandas proteicas é a alfa-
fetoproteina equina.

5) Ha necessidade de novos trabalhos sobre avaliagdes bioquimicas dos

fluidos fetais na espécie equina.
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Titulo: Analise bioquimica do liquido amniético e alantoideano eqiiino durante a

gestacio.

Resumo

Os liquidos fetais possuem diversas funcdes que sdo vitais para o feto. Para a espécie eqiiina até
o presente momento, ndo estd totalmente definida a composicdo bioquimica do liquido
amnidtico no decorrer da gestacdo. Analisou-se 60 amostras de fluidos fetais, empregando-se
kits comerciais para se determinar a concentracao bioquimica para a espécie eqiiina da Fosfatase
Alcalina (FA), Glicose, Proteinas Totais (PT), Uréia, Creatinina, Calcio (Ca), Cloreto (Cl),
Sédio (Na) e Potédssio (K) durante a gestacdo. A concentracido da alfa-fetoproteina (AFT) foi
avaliada empregando-se a eletroforese em gel de poliacrilamida. A concentragdo da FA no
liquido amniético foi maior quando comparada ao liquido alantoideano nas trés fases da
gestacdo (p < 0,05). Para a glicose o valor médio entre os dois fluidos ndo apresentou variacdes
(p < 0,05). Para a PT o valor médio do liquido amniético foi maior que o alantoideano (p <
0,05). A Uréia sofreu variagdes na concentracdo entre as fases, mas ndo hd diferencas dos
valores médios (p > 0,05) entre os fluidos. Para a Creatinina os valores presentes no liquido
alantoideano sdo mais altos que os valores do liquido amnidtico (p < 0,05). As concentracdes
dos fons Cl e Na apresentaram—se mais elevados (p < 0,05) no liquido amnidtico. As
concentracdes dos fons Ca e K foram mais elevadas nos liquidos alantoideanos (p<0,05).

Porém, faltam estudos na espécie eqiiina para a comparagao dos resultados do presente trabalho.

Palavras-Chave: eqiiino, liquidos fetais, andlise bioquimica.
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Author’s name: ZANELLA, L. F. Biochemical parameters of the amniotic and
allantoic fluids of horses during pregnancy. 2008.p. Doctorate Thesis in Veterinary
Medicine, Area of Animal Reproduction. School of Veterinary Medicine and

Zootechnology, Universidade Estadual Paulista , Botucatu.

Abstract

Fetal fluids play a vital role in the development of the fetus. The biochemical
composition of the amniotic fluid along pregnancy in horses had not been described
until this present study. Sixty samples of fetal fluids were collected and the
concentrations of Alkaline Phosphatase (FA), Glucose, Total Proteins (PT), Urea,
Creatinin, Calcium (Ca), Chloride (Cl), Sodium (Na) and Potassium (K) along
pregnancy were determined using commercially available kits. The levels of alpha-
fetoprotein (AFT) were measured by polyacrylamide gel electrophoresis. During the
three stages of pregnancy the concentrations of FA in the amniotic fluid were higher
than those determined in the allantoic fluid (p < 0,05). The glucose levels did not differ
between the fluids (p < 0,05). The mean values for the concentrations of PT were higher
in the amniotic fluid than in the allantoic (p < 0,05). The urea levels differ among the
pregnancy stages, but there were no differences in the mean values of urea (p > 0,05)
between the two fluids. The concentrations of creatinin obtained in the allantoic fluid
were higher than those obtained in the amniotic fluid (p < 0,05). The concentrations of
Cl and Na were elevated (p < 0,05) in the amniotic fluid. The levels of the ions Ca e K
were higher in the allantoic fluid (p<0,05). Although there is a need for more studies in
the biochemical composition of fetal fluids in horses to compare the results obtained in

this study.

Keywords: horse, fetal fluids, biochemical assays.
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Introducao

O liquido amnidtico no inicio da gestacdo € produzido a partir de secrecdes do epitélio
amnidtico e da urina fetal. Posteriormente, com o desenvolvimento da gestacdo, o esfincter
vesical impede a liberacdo da urina fetal para a cavidade amnidtica e a saliva e as secregdes
nasais fetais passam a fazer parte da composic¢io do liquido amniético (ARTHUR, 1969).

Considerando que este fluido envolve diretamente o feto, nele podem ser encontrados
pélos, células epiteliais, resto de escamacgdo cutinea e, nos fetos traumatizados, pode-se ainda,
encontrar a presenga de meconio. Nos eqiiinos o volume deste fluido varia de trés a sete litros e
sua coloracdo normal é amarelada com ligeira viscosidade e, a presenca de floculagdes ndo é
considerada normal.(GRUNERT, BIRGEL,1989).

O liquido alantoidiano possui origem renal, geralmente composto pela urina fetal, o seu
volume, na espécie eqiiina, é de 4 -10 litros e sua coloragdo € marrom claro, opaco e
ligeiramente turvo (GRUNERT, BIRGEL,1989; FLOOD, 1992; GUINTER, 1998).

Os liquidos fetais possuem diversas fun¢des que sdo vitais para o feto dentre elas,
destacam-se : 1. Protecdo contra choques externos, variagdes de temperatura e desidratacio
(GRUNERT, BIRGEL, 1982; WILLIIAMS et al., 1992; ASBURY, LEBLANC, 1993), 2.
Evitar a aderéncia da pele do feto & membrana amniética, 3. Promover a lubrificacdo e a
dilatagdo da via fetal durante a fase de expulsdo no parto (GRUNERT, BIRGEL, 1982;
ASBURY e LEBLANC, 1993) 4. Também, permite a livie movimentacio e o crescimento do
fetal no interior do utero (ARTHUR, 1969). 5. Inibir o crescimento bacteriano (LANDIM-
ALVARENGA, 2006).

Nas mulheres a amniocentese e a subseqiiente andlise do liquido amnidtico sio
utilizadas para detectar principalmente: doencas congénitas, defeitos de tubo neural, idade
gestacional e maturidade fetal pulmonar. O exame € indicado para mulheres acima de 35 anos
devido a maior probabilidade de anormalidades cromossdmicas fetais (CAMPANA., et al
2003).

O grau de maturagdo pulmonar dos neonatos humanos € avaliado dosando-se a

porcentagem de fosfatidilglicerol e pela relacdo da taxa de lecitina/esfingomielina presentes no
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liquido amnidtico, pois eles sdo constituintes do surfactante pulmonar dos fetos maturos
(WILLIANS et al., 1992). A técnica € realizada por cromatografia o que a torna invidvel para a
rotina da clinica veterindria. (MARTINEZ et al., 1999). Outra substincia que estd envolvida
com a determinacéo da maturagdo pulmonar € o cortisol sérico (VAALA, HOUSE, 2002).

O fator hormonal mais importante no inicio do desencadeamento do parto é a remogao
do bloqueio da contratilidade causado pela acdo da progesterona (LANDIM-ALVARENGA,
2006; ERENO et al., 2007). Entretanto as observagdes em caprinos, ovinos, bovinos e humanos
indicam que na fase final da gestagdo ocorre também um aumento significativo na concentracio
plasmatica de cortisol fetal devido a estimulos no eixo hipotdlamo-hip6fise (BANJANIM et al.,
2004; ERENO et al., 2007; RODRIGUES et al., 2007) Acredita-se entdo que a maturagao do
hipotdlamo do feto resultaria no desenvolvimento de sinapses do nicleo paraventricular,
permitindo um aumento na funcdo neuroenddcrina fetal. Assim o hipotidlamo passaria a
responder aos efeitos dos hormonios placentdrios (LANDIM-ALVARENGA, 2006).

A maturidade renal, pode ser avaliada através da dosagem de uréia e creatinina
presentes no liquido amniético, no momento do parto pois diversos trabalhos mostram que ha
um aumento na concentra¢do dessas substancias no liquido alantoideano ao longo da gestagdo
(WILLIANS et al., 1992). O rim fetal é afuncional durante o seu periodo de formacio, porém
sua contribui¢do no final do processo de maturacio fetal é importante para a sobrevida do
concepto (LUMBERS et al.,1985)

Na obstetricia humana algumas enfermidades e a viabilidade fetal podem ser
precisamente determinadas através do exame ultrassonogrifico do feto no interior do utero,
associado a composi¢do bioquimica do liquido amniético obtida por amniocentese, guiada por
ultrassonografia (SCHIMIDT et al., 1991; VAALA, HOUSE, 2002).

Em medicina veterindria, os primeiros estudos para se analisar a fisiologia e o
comportamento bioquimico do liquido amniético, obtido por amniocentese foram realizados
primeiramente em ovinos (McDOUGALL,1949; ALEXANDER et al.,, 1958; MELLOR e
SLATER, 1972). BONGSO E BASRUR (1975) afirmaram que a amniocentese apresentaria

aplicagdo limitada em medicina veterindria devido a alguns fatores como: anatomia do udtero
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gravidico, dos sacos fetais e dos fluidos fetais. No entanto, (PRESTES et al., 2001) realizaram a
dosagem bioquimica dos seguintes elementos: glucose, uréia, creatinina, Gama GT, sédio,
potdssio, cloro, proteinas totais ¢ pH no liquido amniético de ovinos utilizando a amniocentese
aos 70, 100 e 145 dias de gestacdo e com sucesso. Dos 26 animais utilizados no experimento
apenas 01 ovelha, portadora de parto gemelar abortou apds a segunda colheita realizada aos 100
dias de gestacdo devido a repetidas pungdes nas duas vesiculas. Os resultados encontrados
permitiram aos autores concluirem que o valor do pH diminuiu ao longo da gestacdo. A
concentracdo de glicose apresentou uma reducdo durante o periodo gestacional. Os valores
estatisticos para a uréia mostraram ndo haver diferenca entre 70, 100 e 145 dias. Os valores
encontrados para a creatinina evidenciaram um aumento com o avanco da gestacdo. Os valores
de Gama-GT mostraram-se similar nos trés momentos especificados para as colheitas, através
de laparotomia.

Os valores encontrados para o sédio permitiram os autores concluirem que houve uma
reducdo ao longo dos trés estdgios. Ja o potassio apresentou aos 100 dias a maior concentracdo.
Os valores encontrados para o cloreto apresentaram o mesmo comportamento do sédio isto €,
sofreram aumento no decorrer da gestacdo. Os valores encontrados para a proteina total foram
baixos 0,14, 0,23 e 0,24g/dl aos 70, 100 e 145 dias da gestagdo respectivamente.

Em bovinos os primeiros autores a realizarem amniocentese foram (LEIBO, RALL,
1990). Recentemente, Breukelman et al., (2005) estudaram as caracteristicas intra-uterina da
morte fetal embriondria, no tergo inicial da gestac@o correlacionando a aparéncia do concepto,
com a taxa de freqii€ncia cardiaca, perfil bioquimico da glicoproteina associada a prenhez,
(PAG) e prostaglandina F2& (PGF24) apds a indugdo da morte fetal com aglepristone. Esses
autores evidenciaram a ocorréncia da diminui¢do do liquido alantoideano durante o periodo de
estresse fetal que antecede a morte dos fetos bovinos. Eles encontraram também, pouca
alteracdo na taxa de freqii€ncia cardiaca em contraste ao que se observa na espécie humana.

Linderberg et al., (2002) empregaram a técnica de amniocentese descrita por Zepperitz
e Griin (1991) em vacas em terco final de gestacdo, Os animais foram previamente infectados

experimentalmente com o virus da (BVD). O objetivo do trabalho era obter liquidos fetais em
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condigdes de “campo” para se detectar a presenca do virus, empregando-se a técnica de (PCR).
O procedimento foi aplicado em 09 vacas e nenhuma apresentou complica¢des decorrentes da
amniocentese e, os autores puderam estabelecer um diagndstico pré-natal de infeccdo por
(BVD), utilizando os liquidos fetais.

Li et al., (2005) estudaram as altera¢des da composicao bioquimica dos fluidos fetais no
terco inicial da gestagdo em bovinos clonados. Eles pretendiam encontrar respostas para a maior
ocorréncia de hidroalantéide e hidroAmnio nas vacas que gestam fetos obtidos através de
clonagem. Eles concluiram que as principais mudancas sao decorrentes de alteracdes no
metabolismo e na atividade de transporte dos tecidos que constituem a placenta mas, algumas
alteracdes da composi¢cao bioquimica ainda permanecem sem explicacdes.

MOYA et al., (2006) analisaram por citologia do liquido amniético obtido no momento
do parto, 60 novilhas nelores sendo que 20 foram inseminadas artificialmente, 20 se
apresentavam gestantes pela técnica de transferéncia de embrides e, outras 20 apresentavam-se
gestantes pela técnica de fertilizacdo “in vitro” apds aspiracdo folicular. A analise da citologia
do liquido amnidtico € utilizada em medicina humana. Ela ¢ um método seguro empregado para
a avaliacdo e caracterizacdo epidermal dos fetos em gestagdes avancadas. AGORASTOS,1970
apud (MOYA et al., 2006). O resultado do trabalho permitiu aos autores concluirem que apesar
de ndo ter havido diferencas estatisticas entre os trés grupos estudados em questdo, a citologia
do liquido amnidtico das células coradas pelo corante Hematoxilina-Shorr é um método
confidvel para se determinar o grau de maturidade fetal.

LOVELL et al., (1995) realizaram amniocentese guiada por ultra-som em cabras cujo
periodo gestacional se encontrava entre 59-65 dias, com a finalidade de se estabelecer o
diagnostico pre-natal de manosidose um distirbio catabdlico que acomete a espécie caprina e
bovina. Segundo relatos dos autores a amniocentese se mostrou segura e facil de se realizar nos
caprinos. Dos 13 animais utilizados no experimento apenas um abortou provavelmente, em
virtude de ter ocorrido a pun¢do de um placentoma.

As avaliacdes dos fluidos fetais em cdes sdo escassas. Barreto (2006) empregou o

procedimento cirtirgico (cesariana) para a obtencdo dos fluidos fetais de cadelas, com o intuito
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de avaliar a maturidade pulmonar dos fetos desta espécie e, relatou que o teste de Clements
modificado pode ser empregado para a avaliacdo da viabilidade fetal e maturidade pulmonar.
Afirmou também, que a andlise celular com Azul de nilo (0,1%) permite a observacdo de
células morfologicamente diferentes permitindo assim, avaliar a maturidade pulmonar fetal.
Outro dado analisado pela autora foi a densidade Optica dos liquidos fetais. Ela concluiu que
valores superiores a 0,150 sdo indicativos de maturidade pulmonar para a espécie canina.

Em outro estudo BARRETO et al., (2006) avaliaram a composi¢do bioquimica dos
fluidos alantoideano e amnidtico totalizando 20 amostras obtidas de 06 cadelas entre 30 a 40
dias de gestacdo. As varidveis analisadas foram: proteinas totais, glicose, uréia, creatinina,
cloretos totais e glicose. Dos constituintes propostos para a anélise, os valores de proteinas
totais apresentaram diferenca estatistica entre os fluidos alantoideano e amnidtico. Esse
resultado reflete o fato das proteinas se constituirem nos elementos mais abundantes dos fluidos
fetais e que sofrem maior influéncia da fisiologia fetal. A avaliacdo dos outros elementos nio
apresentou diferenca estatistica, podendo refletir entdo a sincronia dos fluidos na manutencao do
equilibrio eletrolitico nestes dois compartimentos.

As primeiras tentativas de amniocentese na espécie eqiiina, antes do desenvolvimento

da ultrassonografia, causaram um alto indice de abortos nas éguas gestantes, fato que
desencorajou as pesquisas sobre a aplicabilidade do procedimento para a espécie e que devido a
conformagdo anatomofisioldgica das estruturas ndo ocorriam na espécie humana (ASBURY,
LEBLANC, 1993).
Porém, com o advento da ultrassonografia tornou-se possivel realizar a amniocentese trans-
abdominal guiada por ultra-som (RENAUDIN et al., 1997; VINCE et al.,2002). Com isso, ¢
possivel identificar com precisdo, a cavidade amnidtica e alantoideana, o que elevou o indice de
sucesso do procedimento (SCHIMIDT et al.,1991).

Recentemente LYLE et al., (2006) desenvolveram uma técnica para colocagdo de
cateter no interior da cavidade alantoideana com a finalidade de se poder obter amostras de
liquido alantoideano em varios momentos. O procedimento foi realizado utilizando-se 29 éguas

no periodo compreendido entre 2003 — 2005. Os animais foram sedados empregando-se a
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associacdo de dois farmacos detomidina e butorfanol e, em seguida, procedeu-se a infiltracao
local com lidocaina a 2% na parede abdominal das fossas paralombares. A associacdo dos
procedimentos de laparoscopia guiada por ultrassonografia permitiu uma excelente visualizacio
do ttero e da cavidade alantoideana e elevou significativamente a taxa de sucesso do
procedimento. Outro fator que colaborou sobremaneira, para elevar a taxa de eficiéncia da
técnica, segundo os autores, foi o emprego de cateteres de borracha utilizados para nefrostomia.
Os cateteres foram mantidos nas éguas do estudo conduzido em 2004 por 06 dias em média. Em
outro experimento conduzido em 2005 com o cateter para nefrostomia, com a mesma finalidade
foi possivel manté-lo fixado nas éguas por até 9 dias em média. Este procedimento possibilitou
a colheita de fluido alantoideano nos momentos da cirurgia, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 36, 42, 50
horas ap6s a colocacdo do cateter.

As complicagdes relatadas pelos autores foram: faléncia da fixacdo do -cateter
resultando em desprendimento dos mesmos, fato que ocorreu em 03 animais. Mas, a mais grave
das complicacdes encontradas foi a infeccio ao redor do ponto de fixacdo do cateter que ocorria,
em média, apds o quinto dia de pés-operatério. Em algumas éguas essa infeccao chegou mesmo,
a se estender para o interior da cavidade alantoideana. No entanto esse fato ndo trouxe maiores
complicagdes para as éguas pois, no ano seguinte os mesmos animais foram novamente
aproveitados para outro experimento com a mesma finalidade sem contudo, apresentarem
problemas para a fecundacéo e gestacdo (LYLE et al., 2006).

MURCHIE et al., (2003) realizaram uma técnica de microdidlise do liquido
alantoideano eqiiino através de laparotomia trans-abdominal, com a finalidade de se detectar a
concentracdo de algumas drogas. Dentre elas merecem destaque a penicilina G, gentamicina € o
flunexim meglumine presentes no liquido alantoideano de éguas gestantes. Das 9 éguas
utilizadas para a realizacio do experimento, somente 01 abortou segundo relatos do autor.

No entanto, para a espécie eqiiina até o presente momento, ndo estd totalmente definida
a composicdo bioquimica do liquido amniético no decorrer da gestagdo. Os trabalhos que
versam sobre o assunto sdo escassos. Portanto, ainda nfo existem métodos capazes de

determinar, com exatiddo, o grau de maturacdo de alguns 6rgdos. (VAALA, HOUSE, 2002).
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Assim, ainda € dificil estabelecer, juntamente com outros métodos aplicados em perinatologia, a
idade gestacional do concepto eqiiino e, por conseguinte, estabelecer o nivel de estresse que esse
produto ird enfrentar no momento do parto (WILLIANS et al., 1992; VAALA, HOUSE, 2002).

Smith et al. (1997) conseguiram com sucesso detectar a presenga de herpesvirus tipo I
no liquido amnidtico de éguas gestantes, antes mesmo da ocorréncia do abortamento.

Kochhar et al., (1997) avaliaram os liquidos fetais de 22 éguas as quais se encontravam
numa mesma propriedade. Em 11 delas o parto transcorreu normalmente. As outras 11 éguas no
entanto, apresentaram partos distocicos. Os fluidos foram colhidos no momento da paricio por
centese da bolsa alantoideana e amnidtica. Nas éguas portadoras de distocias, a proteina total
apresentou valores menores ja os valores obtidos para a uréia, creatinina e glicose, nesse grupo
foram mais altos. O valor do s6dio no liquido alantoideano foi bem menor quando comparado
ao valor encontrado no liquido amniético. Os valores obtidos para a dosagem dos fons potdssio
e célcio mostraram que os mesmos apresentaram-se maiores no fluido alantoideano. No entanto,
os autores destacam a auséncia de trabalhos e estudos que possam servir como parametros para
se avaliar as diferencas na composicao bioquimica dos liquidos fetais das éguas. A intensidade e
o tipo do trabalho de parto podem interferir na composicdo bioquimica dos fluidos fetais nesta
espécie (Kochhar et al., 1997)

Segundo JONKER (2004) a viabilidade fetal na espécie eqiiina pode ser avaliada
através de dosagens dos pardmetros bioquimicos, hormonais e exames ultra-sonogréaficos dos
liquidos fetais e da placenta. Mas para tanto, se faz necessdrio mais estudos para se identificar a
composi¢do dos liquidos fetais em cada fase da gestagao da égua.

4. Materiais e Métodos:

Foram utilizadas amostras de liquidos amnidticos e alantoideanos de éguas gestantes. Os
animais foram divididos em trés grupos experimentais, com vinte animais em cada grupo. Esta
divisdo se fundamentou nos trés periodos cldssicos da gestacdo (terco inicial, médio e final). O
terco inicial compreende o periodo até os 90 dias de gestagdo. O terco médio compreende o
periodo entre os 90 a 240 dias de gestacdo e o terco final corresponde a idade gestacional a

partir dos 270 dias de gestagdo.
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Colheita das amostras: As amostras dos liquidos fetais foram obtidas diretamente do ttero das
éguas que foram abatidas no frigorifico especializado em abate e comercializacdo de carne
eqiiina. No mesmo dia do abate das éguas, se realizava a dissec¢do do tutero e posteriormente
das membranas corioalantoideana e a amnidtica em seguida, se realizava alantoideocentese e
amniocentese com o auxilio de agulhas 30x08'? e seringas estéreis'’> de 20ml. Os materiais
colhidos eram colocados em tubos de ensaios em duplicata quando possivel, e congelados e
estocados em freezer a -20C° para posterior avaliagdo (WILLIANS et al.,1992). O periodo
gestacional na qual a égua se encontrava, no momento da colheita, foi determinado utilizando-se
a metodologia proposta por ROBERTS, (1986).

Andlise bioquimica dos liquidos fetais: Foram pesquisados e quantificados os seguintes
elementos nos liquidos fetais das éguas: fosfatase alcalina, glicose, proteinas totais, uréia,
creatinina, lactato desidrogenase e os fons célcio, cloreto, sddio e potassio.

Todas as dosagens foram realizadas no espectrofotometro CELM, modelo SB-190, com
excecdo do sodio e potdssio cuja dosagem foi realizada no fotdmetro de chama CELM, modelo
FC-280.

Para a dosagem da fosfatase alcalina'® a técnica empregada foi o método cinético,
baseado na hidrélise do p-nitrofenilfosfato pela fosfatase alcalina no soro ou plasma em pH 9,8
cuja velocidade de formagdo (em comprimento de onda de 450 nm) € proporcional a atividade
da enzima presente.

Para a dosagem do LDH" a técnica empregada foi o método cinético para determinagdo
no plasma ou soro. A técnica baseia-se na conversio do piruvato pela LDH em lactato,
transformando o NADH2 em NAD. A velocidade de diminui¢do da absorbancia em 340 nm ¢é

proporcional a atividade desidrogendsica presente.

'2 Agulhas hipodérmicas BD

" Seringas estéreis BD.

4 _ Fosfatase alcalina - Kit Katal.
' LDH - Kit Katal
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A proteina total'® foi dosada pelo método colorimétrico (Bradford mofificado) que
utiliza corante Coomassie azul brilhante para detectar quantidades minimas de proteinas. Esse
corante forma um complexo com albumina e diferentes variedades de globulinas existentes no
liquor e urina. A leitura em espectrofotdmetro é realizada 610 nm.

Para a dosagem da glicose'” o método utilizado foi o enzimatico-colorimétrico segundo
Trinder para determinacdo de glicose em soro, plasma, ou outros liquidos bioldgicos. Baseia-se
na atividade das enzimas glicose oxidase e peroxidase, em comprimento de onda de 505 nm.

A creatinina'® foi dosada pelo método cinético para determinagio da creatinina em soro,
plasma, urina e liquido amnidtico. A creatinina reage com o acido picrico em meio alcalino, e
mede-se a velocidade de formacdo do picrato alcalino, obtendo-se duas leituras
espectrofotométricas em 510 nm.

A Uréia" foi dosada pelo método enzimético-colorimétrico para determinacio da uréia
no sangue e urina. Ele baseia-se na hidrdlise da uréia pela enzima uréase, com producio de gis
carbonico e fons amonio, em 600 nm. A cor formada é proporcional a concentracdo de uréia
presente na amostra.

O Cilcio® foi dosado pelo método colorimétrico empregado para soro, plasma ou urina.
O célcio reage com a cresolftaleina complexona (purpura de ftaleina) em meio alcalino
formando um complexo intensamente corado, em 570 nm. A absorbincia é proporcional a
quantidade de célcio presente na amostra

O fon Cloreto” foi dosado pelo método colorimétrico para determinagio da
concentracdo de cloretos em amostras de soro, urina e liquor, através de reacdo de ponto final.
Ela baseia-se na reacio dos fons cloreto com tiocianato de mercirio. Os {ons tiocianato quando
combinados com os fons férricos formam tiocianato férrico, de coloracdo amarela com

intensidade proporcional a concentragao de cloretos. Leitura realizada em 470 nm

' Proteinas Totais - Kit Microprote-Doles
17 Glicose - Kit Celm.

18_ Creatinina — Kit Katal

¥ _Uréia — Kit Katal

2_Cilcio — Kit Katal

2L_Cloreto — Kit Labtest
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Os ions Sédio e Potdssio™ foram dosados pelo método de fotometria de chama para
determinacdo de fons sédio, potdssio e litio em amostras de soro livre de hemdlise. Isto se
baseia-se na excitacdo térmica de metais alcalinos, com emissdo de uma onda de freqii€ncia
discreta, a qual pode ser isolada por um filtro dtico. A emissdo é proporcional ao nimero de
atomos excitados e, portanto, determina a concentracdo do ion na amostra.

4.6. Andlise estatistica:

Os dados foram analisados utilizando o pacote estatistico BioEstat 4.0 (AYRES et al,;
2005) sendo que os valores das classes (varidveis) que apresentaram distribuicdo normal e
variancias semelhantes (Proteina e Uréia do Liquido Amnidtico) foram realizados através do
teste de andlise de varidncia (ANOVA) e para verificacdo das diferencas entre os tercos
gestacionais teste de Tukey. Nas classes a serem avaliadas que ndo obedeciam aos critérios de
distribuicdo normal e/ou varidncias semelhantes (demais classes do liquido Amnidtico e todas
do Liquido Alantéideano), os valores foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis (ZAR, 1998) e as comparacdes necessdrias através do teste de Student-Newman-Keuls.
O valor de significancia minima foi estabelecido em p<0,05.

5. Resultados:

Foram colhidos um total de 60 amostras de liquido amnidtico e alantoideano, sendo 20 para
gestacdes com idades iguais ou menores a 03 meses, 20 para gestacdes com idades entre 4 — 8
meses e, 20 para gestagdes com idades maiores ou iguais a 9 meses.

As médias dos valores para Fosfatase alcalina (FA), Glicose, Proteinas totais (Pt) Uréia,
Creatinina, Calcio (Ca), Cloreto (Cl), Sédio (Na) e Potassio (K) para cada fase gestacional

encontram-se na Tabela 1.

22_86dio e Potdssio — Kit CELM



76

Tabela 1: Analise bioquimica dos liquidos amniético e alantoideano eqiiino durante a

gestacio.

Anilise Liquido Amniético Liquido Alantoidiano
Bioquimica Terco Terco Terco Terco Terco Terco
Inicial Médio Final Inicial Médio Final
FA 69.62° 104.23° 51.46° 18,76° 19,21° 19,98°
Glicose 7,51° 12,26 4,01° 7,19* 16,43° 5,16*
Proteina total 35,78* 51,95° 30,72° 10,81° 40,53 32,07
Uréia 59,99° 49,32° 43,45° 65,74° 61,84* 41,68"
Creatinina 0,30 1,93° 427°¢ 0,41% 7,60° 1391°¢
Ca 5,43 8,37° 5,69 4,12° 17,66° 20,15
Cl 19,54* 33,83° 21,20 7,54° 4,82° 2,95°
Na 96,95* 130,15° 92,10° 18,15° 41,00* 48.40*
K 8,10° 5,992 6,61° 7,60° 12,09° 8,13°

Letras iguais na mesma linha e no mesmo liquido fetal indicam néo haver diferenca significativa
(p>0,05).

6. Discussao

Ao consultarmos a literatura, chama a atenc@o a escassez de trabalhos a respeito da
fisiologia obstétrica e, principalmente, sobre a composi¢do bioquimica dos liquidos amnidticos
e alantoideanos nos eqiiinos, embora, se encontre diversos trabalhos voltados para a assisténcia
ao parto da égua e sobre o diagndstico da gestac@o nesta espécie.

Um dos principais empecilhos para o desenvolvimento da fisiologia obstétrica nos
eqiiinos foi sem duvida, a dificuldade de se obter com relativa seguranca os fluidos amnidticos e
alantoideano nas éguas, fato que ndo ocorreu no ser humano e em outras espécies animais como
0s ovinos, caprinos e até mesmo, os bovinos. Contudo, a amniocentese na égua durante muitos
anos desencadearam problemas como infec¢des uterinas que inviabilizava a continuidade da
vida intra-uterina do concepto e até mesmo, a ocorréncia de abortamentos em virtude de
traumas decorrentes de varias perfuracdes da cavidade alantoideana e amnidtica para a obtengao
dos fluidos fetais (ASBURY, LEBLANC, 1993).

O advento da ultrassonografia permitiu acompanhar o posicionamento do cateter
durante a realizacdo do procedimento cirdrgico de laparocentese trans-abdominal (RENAUDIN
et al., 1997; VINCE et al.,2002). Este fato trouxe grandes avancos para o procedimento

(SCHIMIDT et al.,1991) somados ao desenvolvimento de novos materiais para a confec¢do de
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sondas destinadas a cateterizar 6rgaos delicados como os rins dos humanos, (MURCHIE et al.,
2003; LYLE et al., 2006). Muito embora, pelo fato do custo dos equipamentos ser elevado
inviabiliza a realizacdo do procedimento, na rotina obstétrica da maioria dos hospitais
veterindrios.

Diante desse fato, optou-se por trabalhar com pecas oriundas de abatedouro
especializado no comercio da carne eqiiina, para a obten¢ao dos fluidos fetais. Com isso, o custo
financeiro para a realizacdo do experimento tornou-se bem menor, o que permitiu a sua
realizacgao.

A colheita dos fluidos fetais, das bolsas amnidticas e alantoideanas dos fetos que se
encontravam com 03 meses ou mais de idade gestacional transcorreram sem problemas. Haja
vista, a grande quantidade de volume dos fluidos. No entanto, 0 mesmo ndo aconteceu para os
fetos com idade gestacional abaixo de 03 meses, pois o reduzido volume das amostras colhidas
durante o experimento, dificultou as mensurac¢des propostas. O volume médio obtido para este
grupo foi de 2 mL.

Foram colhidos um total de 60 amostras de liquido alantoideano e amniético, sendo 20
para gestacdes com idades iguais ou menores que 03 meses, 20 pra gestacdes entre 4 — 8 meses
e 20 para gestacdes com idade maiores ou iguais a 9 meses e respectivamente classificados
como grupo 1,2 e 3.

Os valores das médias encontradas para a fosfatase alcalina (FA) no liquido amniético
revelaram a ocorréncia de um aumento significativo no terco médio da gestacdo. Assim, para os
valores das médias entre o terco inicial e terco médio obteve-se p = 0,003 e para o ter¢o médio
e final obteve-se p = 0,004. No entanto, entre o terco inicial e final ndo houve variacdes
estatisticas significantes p = 0,254. No entanto, os valores das médias da (FA) no liquido
alantoideano ndo sofreram variagdes significativas ao longo do periodo gestacional p > 0,05.

Todavia, ndo foi possivel comparar esses resultados com os de outros autores devido a
escassez de trabalhos, sobre esse tema na literatura. Porém, os valores da FA no liquido
amnidtico se apresentaram bem mais elevados nos trés momentos do experimento quando

comparados aos observados para o liquido alantoideano. Assim, os resultados estatisticos sio
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parecidos aos observados por KOCHHAR et al., (1997) para a espécie eqiiina. Embora os
valores das médias dos dois trabalhos sejam diferentes. No presente estudo para o tergo final da
gestacdo no liquido amniético ela foi de 51,46 U/L resultado bem inferior ao relatado pelo outro
autor que foi de 96.95U/L. Para o fluido alantoideano o presente estudo encontrou a média de
19,98 U/L enquanto o outro autor observou a média de 25,63U/L. Agora ao se comparar as
médias da FA entre os dois fluidos evidenciou-se o que a FA se encontra em maior quantidade
no liquido amnidtico, com diferencas significantes para os trés estiagios da gestacdo. A FA estd
correlacionada com a maturidade fetal, formacdo 6ssea fetal e principalmente, com a funcio
renal. Nos estdgios iniciais, da gestacdo em humanos, acredita-se que o aumento da sua
intensidade estd ligado a descamacao do epitélio intestinal (HAHNEMANN, 1974).

No presente estudo, os valores das médias para a glicose no liquido amniético, no terco
final da gestacdo, apresentou um valor significativamente menor. Portanto, quando se compara
os valores dos terco iniciais e médio nao se observa diferencas estatisticas. No entanto, entre o
ter¢o inicial e final ha diferengas significantes p = 0,254. O mesmo ocorre entre o terco médio e
o final p = 0,0001. Para o liquido alantoideano a glicose apresentou um aumento significativo
no terco médio da gestacdo. Assim, evidenciam-se diferencas estatisticas entre o terco inicial e
médio, p = 0,003 e, entre o terco médio e o final, p = 0,001. Agora quando se compara as
médias da glicose do liquido alantoideano com as médias do liquido amnidtico observa-se que a
quantidade de glicose presente no liquido alantoideano € maior e possui significancia para o
terco final da gestacdo. Estes resultados sdo contrdrios aos relatados por KOCHHAR et al.,
(1997) que encontraram valores mais altos para o liquido amnidtico. Assim, ao se comparar 0s
resultados dos dois trabalhos nota-se que os valores das médias do liquido alantoideano sdo
bastante semelhantes. Ja os valores encontrados para o liquido amniético sdo diferentes sendo
4,01mg/dL para o presente experimento e 20,1mg/dL para os resultados do outro autor, no terco
final da gestagd@o. Nenhum outro estudo dosou a glicose no decorrer da gestacdo na espécie
eqiiina.

Em ovinos PRESTES et al., (2001) encontraram valores diferentes estatisticamente para

a glicose ao compararem a quantidade presente no liquido amniético aos 70, 100, e 145 dias de
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gestacdo. Os autores relatam também, que houve uma reducao dos valores ao longo do periodo
gestacional na ovelha. Fato que se assemelha ao observado neste experimento e que
provavelmente se deve a ingestao de glicose decorrente do reflexo de degluticao fetal. Ademais,
a concentracdo de glicose pode se apresentar de maneira diferente entre as espécies pois,
BARRETO et al., (2006) dosou a glicose nos fluidos fetais de cadelas aos 30 e 40 dias de
gestacdo e ndo encontrou variagdes dos valores entre o liquido alantoideano e amnidtico.

As médias encontradas para a proteina total no liquido amnidtico durante este
experimento, revelam que houve um aumento significativo no terco médio da gestacao. Portanto
entre o terco inicial e médio ha diferencgas significativas p < 0,01. Entre o terco inicial e final
ndo ha diferencas p > 0,05 e, entre os o terco médio e final hé diferencas significativas, p < 0,01.
No liquido alantoideano, os valores encontrados revelam um aumento no terco médio da
gestacdo o qual permaneceu até o terco final. Contudo, os valores encontrados neste estudo, em
questdo, para o liquido alantoideano s@o muito diferentes daqueles resultados obtidos por
KOCHHAR et al., (1997) para o terco final da gestacdo, sendo que o mesmo fato se repete para
a PT presente no liquido amnidtico. Ao se comparar os valores entre os fluidos fetais
observam-se maiores quantidades de PT no liquido amniético para o terco inicial e médio. Ja
para o terco final os valores das médias se equivalem.

No entanto o comportamento dos valores das médias da PT no liquido amniético ao
longo da gestacdo ndo foi semelhante ao observado por Prestes et al., (2001) para a espécie
ovina. Onde a (PT) se elevou aos 100 dias de gestacdo e permaneceu praticamente constante.
Nao obstante, os valores encontrados neste experimento se assemelham aos obtidos em outras
espécies no que tange a pequena quantidade de proteina presente nos fluidos fetais (REDDY et
al., 1995; PRESTES et al., 2001; BARRETO et al., 2006). Pois, para se poder analisar a (PT)
neste experimento, houve a necessidade de se empregar o método colorimétrico (Bradford
mofificado) que é capaz de detectar quantidade minima de proteina. Uma vez que, o kit
empregado para se avaliar a (PT) na rotina, ndo foi sensivel, o bastante, para se dosar as

proteinas presentes nos liquidos fetais da égua.
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A média dos valores para a uréia no liquido amnidtico apresentou um valor mais
elevado e significativo, segundo os célculos estatisticos, na fase inicial da gestagdo p < 0,05. O
mesmo fato foi observado no liquido amnidtico de ovinos por PRESTES et al., (2001).
Posteriormente, para o ter¢o médio e final os valores nao sofreram alteragdes. O valor da média
no presente estudo, para o tego final da gestacao foi de 43,45 mg/dL resultado muito semelhante
ao encontrado por KOCHHAR et al., (1997), que relataram um valor de 41,7 mg/dL para o
liquido amniético de éguas que nao apresentaram partos distécicos.

A média dos valores da uréia no liquido alantoideano revelaram nao haver diferencgas de
valores entre o terco inicial e médio da gestacdo p = 0,624. Porém, ocorreu uma diminui¢éo do
valor no ter¢o final da gestacdo onde p < 0,005. Tal fato pode ser decorrente da grande
quantidade de urina presente no saco alantoideano no terco final da gestacao (MELLOR et al.,
1975). A média obtida neste trabalho para a uréia no terco final de gestacdo foi de 41,68 mg/dL
valor préximo ao encontrado por KOCHHAR et al., (1997) que foi de 27,75+ 9,48 mg/dL.
Contudo, quando comparamos os valores da uréia no liquido amnidtico e alantoideano
observou-se que os valores foram diferentes apenas no ter¢co médio da gestagdo onde a média do
liquido alantoideano se apresentou mais elevada. Esse resultado difere dos observados por
BARRETO et al., (2006) em cadelas, ao dosar a uréia entre 30 e 40 dias de gestacdo. Pois, esses
autores ndo encontraram diferencas estatisticas entre o liquido alantoideano e amni6tico.

A média dos valores da creatinina presente no liquido amniético se elevou ao longo do
periodo gestacional. Os valores apresentaram diferencas significativas entre o terco inicial e o
médio p = 0,004 e, entre o terco médio e o terco final p = 0,003. No entanto, os valores obtidos
para a creatinina no terco final de gestacdo, neste experimento foi de 4,27mg/dL valor bem
menor que os relatados por KOCHHAR et al., (1997) que foi de 19,38+4,67mg/dL. Para o
liquido alantoideano o valor observado também apresentou variagdes significantes ao longo da
gestacdo. Os valores apresentaram diferencas significativas entre o terco inicial e o0 médio p =
0,001 e, entre o terco médio e o terco final p = 0,01. Entretanto, o valor observado de
13,91mg/dL é muito inferior aos obtido por KOCHHAR et al., (1997) que foi de 68,7mg/dL. Ao

compararmos os valores entre os liquidos amniéticos e alantoideanos observa-se valores
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estatisticamente diferentes para o terco médio e final da gestacdo, sendo os valores presentes no
liquido alantoideano superior ao do liquido amnidtico. Essa observacdo no presente trabalho
estd em conformidade com o resultados encontrados por KOCHHAR et al., (1997). O aumento
da taxa de creatinina estd correlacionado com a maturidade renal (PRESTES et al., 2001) e
também; com a atividade muscular fetal (KOCHHAR et al., 1997). E segundo VAALA, (1999)
os fetos eqiiinos que sdo acometidos pela sindrome da asfixia no pré-parto apresentam alteracdo
do valor da creatinina em funcio da redugdo do fluxo sanguineo destinado a perfusdo renal.
Porém, essa observagdo da diferenca dos valores entre os fluidos fetais para a creatinina nao foi
observado nas cadelas por BARRETO et al., (2006).

A média do fon célcio do liquido amnidtico, no terco médio da gestacdo foi de
8,37mg/dL apresentando uma elevacao significativa quando comparada com o terco inicial p =
0,01 e final da gestagdo p = 0,04. Para o liquido alantoideano, o fon cdlcio apresentou uma
elevacao ao longo da gestagao, sendo que a média obtida no terco inicial foi de 4,12mg/dL mais
baixa e estatisticamente diferente das médias observadas para o terco médio de 17,66 mg/dL e
também, para o terco final de 20,15mg/dL onde p = 0,001. Todavia, ao se comparar os valores
obtidos entre os liquidos fetais observa-se que no terco inicial da gestacdo os valores sdo
semelhantes enquanto que para o terco médio e final ha diferencas estatisticas significantes e a
quantidade de fon ca se apresenta mais elevada no liquido alantoideano. Esses resultados se
assemelham aos obtidos por KOCHHAR et al., (1997) porém a unidade utilizada por esses
autores foi mEg/L. Os mesmos autores atribuem a maior concentra¢do de ions Ca no liquido
alantoideano a atividade renal. Ademais, faltam trabalhos sobre o assunto para se estabelecer
novas comparagdes.

A média da concentracio do fon cloreto (Cl) no liquido amniético no ter¢o médio do
periodo gestacional foi de 33,83mEq/L, se apresentando mais alta e estatisticamente diferente
das medias obtidas no ter¢o inicial e final da gestagdo. Este fato ndo foi observado por
PRESTES et al., (2001) em liquido amniético de ovelhas. Onde os autores encontraram valores
estatisticamente diferentes no decorrer da gestagdo. No liquido alantoideano houve uma reducio

significativa estatisticamente da concentracdo do fon (Cl) do terco inicial para o ter¢o médio.
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Este valor permaneceu sem sofrer alteracao significativa, entre este momento e o terco final da
gestacdo. Nao obstante, ao se comparar os valores de (Cl) encontrados no liquido alantoideano e
amnidtico evidencia-se uma concentracdo mais elevada e, estatisticamente significativa, no
liquido amnidtico. Isto se fez presente nos trés periodos do experimento.

A média da concentracdo do fon sédio (Na) no liquido amnidtico se apresentou mais
alta no ter¢co médio 130,15mEq/L Ela € estatisticamente significante quando comparada ao ter¢o
inicial e final. A concentragdo encontrada no terco final foi de 92,10 mEq/L. Esse valor ¢ menor
ao observado por KOCHHAR et al., (1997). Porém esse fato nao foi observado por PRESTES
et al., (2001) em ovinos, que encontraram uma redugao significativa da concentracido de (Na) ao
longo da gestacdo. No liquido alantoideano as médias da concentracdo de (CI) ndo sofreram
variacOes significativas durante a gestacdo. Entretanto, ao se comparar os valores da
concentracdo deste fon presente no liquido alantoideano e amniético observa-se que a
concentracdo € mais alta e significativa no liquido amniético, nos trés momentos gestacionais
determinados para a realizacdo do experimento. Sendo que a maior diferenca se deu no terco
médio da gestacao. Esse resultado ndo se assemelha ao observado por BARRETO et al., (2006)
em cadelas.

As médias da concentracdo de potassio (K) ndo sofreram variagdes significativas no
liquido amniético ao longo do periodo gestacional. Para o ter¢o final da gestacdo a média
encontrada foi de 6,61mEq/L. Esse valor esta bem préximo ao observado por KOCHHAR et al.,
(1997) que encontraram uma concentrac¢do de 9,2mEq/L. Para o liquido alantoideano a média da
concentracdo do (K) foi de 12,09 mEq/L se apresentando mais elevada e estatisticamente
diferente no terco médio. Para o terco final a concentragdo de (K) foi de 8,13mEq/L valor
também bastante préximo dos encontrados por KOCHHAR et al., (1997). Outrossim ao se
comparar as médias das concentracdes do (K) presente nos liquidos fetais observa-se que no
terco médio a concentragdo é maior e, significativa no liquido alantoide. Isso estd relacionado
com o aumento da producdo da urina fetal mas também, com o aumento da atividade metabdlica

do feto durante a gestacdo (KOCHHAR et al., 1997; PRESTES et al., 2001).
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Nao foi possivel de se realizar a dosagem do Lactato deshidogenase (LDH)
empregando-se o método cinético para determinacdo no plasma ou soro A técnica baseia-se na
conversao do piruvato pela LDH em lactato, transformando o NADH2 em NAD. Os resultados
obtidos foram muito dispares. Tentou-se entdo, utilizar um kit de outra marca. Porém, sem
sucesso e, para se verificar se os kits estavam sem problemas, dosou-se a (LDH) de um cdo. O
resultado obtido estava dentro dos padrdes de normalidade. No entanto KOCHHAR et al.,
(1997) em seu trabalho relata a dosagem de (LDH) Entretanto, o autor ndo menciona a técnica
empregada.

Conclusoes

As anélises bioquimicas dos liquidos fetais eqiiinos realizadas neste experimento revelaram que:
- Fosfatase alcalina: no liquido amnidtico apresentou um aumento no ter¢o médio e, valores sem
diferencas significantes entre o terco inicial e final da gesta¢do. No liquido alantoideano nao
houve variacdes significantes ao longo do periodo gestacional. A concentragdo no liquido
amniotico foi significativamente maior quando comparada ao liquido alantoideano nas trés fases
da gestacdo.

- Glicose: no liquido amnidtico ndo apresentou variagdo entre as trés fases da gestacdo. No
liquido alantoideano apresentou aumento no ter¢co médio e, valores sem diferencas significantes
entre o terco inicial e final da gestacdo. A concentracdo da glicose foi significativamente maior
no liquido alantoideano quando comparada ao liquido amniético no terco final da gestacdo, mas
o valor médio entre os dois fluidos ndo apresentou diferencas estatisticas.

- Proteina total: no liquido amnidtico apresentou aumento no terco médio e, valores sem
diferencas significantes entre o terco inicial e final da gestacdo. No liquido alantoideano, ela
apresentou valor estatisticamente menor no terco inicial da gestacfo. Posteriormente, ndo sofreu
variagdes entre o terco médio e o final. A concentracio apresentou-se estatisticamente superior
no liquido amnidtico no terco inicial e médio da gestacdo, quando comparada ao liquido
alantoideano, sendo o valor médio do liquido amnidtico estatisticamente superior.

- Uréia: no liquido amnidtico apresentou valor estatisticamente superior no terco inicial da

gestacdo. Posteriormente, ndo sofreu variacdes entre o terco médio e final. No liquido
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alantoideano apresentou valor estatisticamente inferior na fase final da gestacdo. A concentracio
foi significativamente maior no liquido alantoideano no ter¢co médio da gestacdo, mas nao ha
diferencas estatisticas entre os valores médios dos dois fluidos ao longo do periodo gestacional.
- Creatinina: mostrou-se elevada significativamente durante a gestacdo nos fluidos fetais a partir
do terco médio. Os valores presentes no liquido alantoideano sdo significativamente maiores
que os valores encontrados no liquido amniético e o seu valor médio, também ¢ estatisticamente
maior.

- fon cdlcio: no liquido amnidtico apresentou um aumento no terco médio e, valores sem
diferencas significantes entre o terco inicial e final da gestacdo. A concentracdo no liquido
alantoideano elevou-se significativamente no terco médio da gestacao e, permaneceu elevada no
terco final sem apresentar diferenca estatistica, entre o terco médio e final. A partir do ter¢o
médio os valores foram estatisticamente maiores no liquido alantoideano, sendo o seu valor
médio estatisticamente maior.

- Ton cloreto: no liquido amni6tico apresentou aumento significativo no terco médio e, valores
sem diferencas estatisticas entre o terco inicial e final da gestacdo. No liquido alantoideano
apresentou-se estatisticamente superior no terco inicial da gestagdo posteriormente, manteve-se
sem diferencas entre o terco médio e final. Ele apresentou-se estatisticamente maior no liquido
amnidtico nas trés fases gestacionais.

- fon sédio: no liquido amnidtico apresentou aumento significativo no terco médio e, valores
sem diferencas estatisticas entre o terco inicial e final da gestagdo. A concentragdo no liquido
alantoideano elevou-se significativamente no ter¢co médio da gestacdo e, permaneceu elevada no
terco final sem apresentar diferenca estatistica, entre o terco médio e o final. Também,
apresentou-se estatisticamente maior no liquido amnidtico nas trés fases gestacionais.

- fon potassio: ndo apresentou variacdes estatisticas no liquido amni6tico durante as fases
gestacionais. No liquido alantoideano apresentou aumento significativo no terco médio e,
valores sem diferencas estatisticas entre o terco inicial e final da gestacdo. A concentra¢do no

liquido alantoideano elevou-se significativamente no terco médio da gestacdo e posteriormente,
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houve diminui¢@o significativa, voltando a apresentar uma concentracdo préoxima a do terco
inicial. Porém, o valor médio no liquido alantoideano € estatisticamente maior.

Contudo hé escassez de trabalhos sobre avaliagdes bioquimicas dos fluidos fetais na espécie
eqiiina para que se possam estabelecer comparagdes com os resultados obtidos neste estudo.
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