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Resumo

FINGER, llusca Sampaio. Identificagcao de marcadores bioquimicos e proteinas
de fase aguda no liquido amniético de éguas no momento do parto. 2014. 32f.
Dissertacado (Mestrado) - Programa de Pd6s-Graduagao em Veterinaria. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas.

A analise do liquido amnidtico € util para compreender o processo bioquimico que
envolve a uni dade feto-placentaria. O objetivo do pr esente es tudo foi i dentificar
marcadores bioquimicos e proteinas da fase aguda no | iquido amnidtico de éguas
saudaveis no momento do p arto. A coleta do |l iquido am nidtico foi r ealizada pelo
método de amniocentese, assim que exposta a bolsa amnidtica na primeira fase do
parto, através de puncgao direta. Foram utilizadas quarenta éguas gestantes, entre 5
e 21 anos deidade,dar aga P uro S angue | nglés, na regido SuldoBrasil. A
composi¢cdo bioquimicaf oi avaliada e mpregando-se kits co merciaise o
proteinograma pela técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS — PAGE).
Os resultados obtidos de m édia e erro padrdao da média p ara os componentes
bioquimicos foram: p H 7, 70+0,02, g licose 1, 22+0,08 ( mg/dL), fosfatase al calina
30,45+2,67 ( UIlL), g amma - GT 4 ,66+0,62 ( UI/L), uréia 3 3,59+2,34 ( mg/dL),
creatinina 5,10+0,59(mg/dL), sédio 54,35+2,51 (mEq/L), potassio 1,71+0,12 (mEq/L),
cloretos 72,09+5,94 (mEqg/L), calcio 3,86+0,23 (mg/dL), osmolaridade 277,32+17,76
(mOsml/L) e pr oteinat otal 2 6,04+4,39 ( mg/dL). A osm olaridade apr esentou
correlagdo com os ions sédio (R=0,60), potassio (R=0,55) e calcio (R=0,53). Foram
detectadas vinte e duas proteinasd e fase ag uda, s endo q ue as pr oteinas
inflamatorias albumina e transferrina foram identificadas em mais de 97% das éguas
avaliadas. F oi p ossivel ai dentificagdo de m arcadores bioquimicos e pr oteinas
inflamatorias no | iquido amnidtico de ég uas saudaveis at ermo. S omente a
transferrina apresentou-se diferente entre os grupos de idade, com concentragoes
inferiores no grupo de éguas mais velhas.

Palavras-chave: Gestacdo. Eletrolitos. Proteinograma. Albumina. Transferrina.



Abstract

FINGER, llusca Sampaio. Identificagcao de marcadores bioquimicos e proteinas
de fase aguda no liquido amniético de éguas no momento do parto. 2014. 32f.
Dissertacao (Mestrado) - Programa de P6s-Graduagao em Veterinaria. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas.

The analysis of amniotic fluid is useful for und erstanding t he biochemical process
involving the fetal-placental unit. The aim of this study was to evaluate biochemical
profile and acute phase proteins in the amniotic fluid of healthy mares during labor.
The co llection o f a mniotic fluid w as performed by am niocentesis method, onc e
exposed to the amniotic sac in the first stage of labor, by direct puncture. It has been
observed forty T horoughbred pregnant mares in S outhern B razil. T he biochemical
composition was evaluated using commercially kits and proteinogram was measured
by el etrophoresis in p oliacrylamide gel (SDS — PAGE). T he results of mean and
standard error were: pH 7.70+0.02; glucose 1.22+0.08; alkaline phosphatase 30.45+
2.67 (IU/L); gamma — GT 4 .6+0.62 ( IU/L), ur ea 3 3.59+2.34 ( mg/dL), cr eatinine
5.10+0.59(mg/dL), so dium 5 4.35+2.51 ( mEq/L); pot assium 1. 71+0.12 ( mEqg/L),
chloride 72.09+5.94 (mEq/L); calcium 3.86+0.23 (mg/dL); os molarity 277.32+17.76
(mOsml/L) and total protein 26.04+4.39 (mg/dL). The osmolarity was correlated with
ions sodium (R=0.60), potassium (R=0.55) and calcium (R=0.53). Twenty-two acute
phase protein were detected and that inflammatory proteins albumin and t ransferrin
have been i dentified in more than 97% of the evaluated mares. It was possible to
identify bi ochemical markers and i nflammatory pr oteins int he am niotic fluid o f
healthy full term mares. Only the transferrin presented among different age groups,
with lower concentrations in the older group of mares.

Keywords: Gestation. Electrolytes. Proteinogram. Albumin. Transferrin.
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1 INTRODUGAO

A regido sul do Brasil concentra grande parte da criagdo de equinos da raca
Puro S angue | nglés do pais, d esta forma, € i mportante o r econhecimento d os
principais problemas q ue co mprometemes tacr iagdo. Assimc omo o
desenvolvimento de ferramentas que aumentem a produtividade da atividade. Sendo
que q ualquer di sturbio oco rrido dur ante a g estagao, n o peri-parto ou no per iodo
neonatal pode r esultar no co mprometimento d a sa ude do po tro, oca sionando
prejuizos aos criadores.

As condi¢des que contribuem para perdas em gestagdes avangadas incluem
agentes infecciosos, anormalidades fetais ou placentarias, anormalidades estruturais
e do engas sistémicas da g estante ( MACPHERSON, 20 07). A uni dade u tero-
placentaria pode ser comprometida por processos de hipoxemia ou infeccédo, o que
interfere n a di fusao e ntre as circulagbes materna e fetal, reduzindo o a porte de
nutrientes e oxigénio para o feto e placenta. Em resposta a este processo, ocorre um
estresse fetal que pode dar origem a um retardo no crescimento intra-uterino — [UGR
(ROSSDALE, 2004). O IUGR é definido como o nascimento de um individuo com o
peso até 10% abaixo do co nsiderado normal para a po pulagédo de acordo com o
tempo de g estacdo ( KITCHEN, 1968), er esulta de dan o celular e alteragdes
enddcrinas, metabdlicas e da funcéo cardiovascular. De acordo com a se veridade
destas alteragdes podem ocorrer morte fetal, aborto ou prematuridade (ROSSDALE,
2004). A causa mais frequente de perda de gestagao esta associada a pl acentite
que, em éguas, € no rmalmente ca usada p or i nfecgdo asce ndente via ce rvical. A
Placentite ascendente € a principal causa de parto prematuro em éguas, representa
mais de 30% dos partos prematuros e mortes neonatais dentro das primeiras 24h de
vida (MCKINNON, 2009).
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Com a av aliagdo obs tétrica da égua durante a g estagcdo e no p 6s-parto,
torna-se possivel reconhecer fatores que comprometem a g estagcéo e a viabilidade
dof eto edo ne onato. Destaf orma, € possivel intervir na ég uaou no p otro
precocemente ao aparecimento de condicao clinica.

O embrido equino se torna um blastocisto logo apés migrar para o co rno
uterino. Neste momento o embrido encontra-se no estadio de moérula ou blastocisto
inicial. As células do embrido compactado se dividem para formar uma moérula de 32
células, a q ual se c aracteriza por apr esentar um pequeno g rupo de cé lulas no
interior da estrutura rodeada externamente por outro grupo de células. Estas células,
localizadas externamente formar&o o trofoblasto. O qual posteriormente originara o
cdrion, que per manece como o co ntato da placenta com o end ométrio durante a
gestacdo (GUINTER, 1998). O amnio é formado a partir de dobras do trofoblasto,
sendo constituido por dois folhetos, entre eles ha o es pago amniético, contendo o
liquido amnidtico (ASBURY; LeBLANC. 1993).

O liquido amnidtico reflete o estado materno fetal tanto por sua composig¢ao
como pelo seu volume, tendo importancia na boa evolugéo da gestacao (DERTKIGIL
et al., 2005). A analise deste fluido fetal &€ utilizada para compreender o pr ocesso
bioquimico q ue env olve a uni dade feto-placentaria, se ndo p ossivel av aliar a
viabilidade fetal.

Em eq uinos existem pouco s trabalhos sobreot ema, co ntudoj & foi
demonstrado q ue a v ariagado n a co ncentragdo dos componentes bioquimicos do
fluido amnidtico p ode t er uma r elagéo si gnificativa co m a sa ude fetal, podendo
indicar ce rtas enfermidades (KOCHHAR et al., 199 7).Em éguas dar aga P uro
Sangue Inglés, a osmolaridade apresentou uma correlagao positiva com a idade da
parturiente, e nzimas e el etrdlitos do | iquido am niético (CURCIO et al., 2012). Em
estudo realizado por Zanella et al. (2013) os autores identificaram que em éguas, de
acordo com o periodo gestacional, ha uma variagdo na composi¢ao bioquimica tanto
do liquido amnidtico quanto do liquido alantéide. A concentragéo de lactato no fluido
amniodtico f oi avaliada nom omento do p arto em ég uas, podendo serutil na
identificacdo dos n eonatos q ue necessitam de intervengdo precoce, | ogo a pos o
nascimento (PIRRONE et al ., 2012). Mais estudos devem ser d esenvolvidos para
que o | iquido am nidtico poss a se r u ma e ficiente ferramenta n a rotina cl inica de

equinos.
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Um g rande desa fio n a m edicina env olve a det eccdo e m onitoramento da
inflamacéo, a qual resulta de diversas enfermidades (CRISMAN, 2008). Na busca de
marcadores precoces da inflamacao e processos infecciosos em equinos, pesquisas
com proteinas da fase aguda da inflamagao estao sendo desenvolvidas também na
espécie equina (GARRY et al., 1996, HULTEN et al.,1999). Com o estabelecimento
de pesquisas nessa area, as proteinas de fase aguda sado cada vez mais utilizadas
no diagndstico e progndstico nas doengas dos animais domésticos (CANISSO et al.,
2014).Em resposta a infecgao ou injuria, essas proteinas séo rapidamente liberadas
na corrente sanguinea e s uas concentragées s&o diretamente relacionadas com a
severidade da condig&o inflamatoria do animal (CRISMAN, 2008).

A avaliagao do | iquido amniético no momento do parto € um método pouco
invasivo e agil capaz de demonstrar processos de comprometimento da placenta e
feto. Poucos séo os estudos clinicos desenvolvidos em liquido amnidtico de equino e
nao ha relatos na literatura da realizagao de proteinograma em fluidos fetais. Desta
forma, se faz necessaria a i dentificacdo de marcadores bioquimicos e proteinas de
fase aguda no liquido amniético de ég uas saudaveis no momento do parto, sendo

este o objetivo explorado nesta dissertagao.



2 OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo deste estudo ¢é identificar marcadores bioquimicos e proteinas de

fase aguda no liquido amniético em éguas saudaveis no momento do parto.

Objetivo Especifico

- Realizar pr oteinograma d o | iquido am niético no momento d o parto e m
éguas saudaveis.

- Determinar as concentragdes de eletrdlitos e enzimas presentes no liquido

amnidtico de éguas saudaveis no momento do parto.
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RESUMO

A anélise do liquido amniédtico é Util para compreender o processo bioguimico que
envolve a unidade feto-placentaria. O objetivo do presente estudo foi identificar
marcadores bioquimicos e proteinas da fase aguda no liquido amnidtico de éguas
saudaveis no momento do parto. A coleta do liquido amniotico foi realizada pelo
método de amniocentese, assim que exposta a bolsa amni6tica na primeira fase do parto,
através de puncéo direta. Foram utilizadas quarenta éguas gestantes, entre 5 e 21 anos
de idade, da raca Puro Sangue Inglés, na regido Sul do Brasil. A composic¢do bioquimica
foi avaliada empregando-se Kkits comerciais e 0 proteinograma pela técnica de
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS — PAGE). Os resultados obtidos de média e
erro padrdo da média para os componentes bioquimicos foram: pH 7,70+0,02, glicose
1,22+0,08 (mg/dL), fosfatase alcalina 30,45+2,67 (UI/L), gamma — GT 4,66+0,62
(UI/L), uréia 33,59+2,34 (mg/dL), creatinina 5,10+0,59(mg/dL), sédio 54,35+2,51
(mEg/L), potassio 1,71+0,12 (mEqg/L), cloretos 72,09+5,94 (mEg/L), calcio 3,86+0,23
(mg/dL), osmolaridade 277,32+17,76 (mOsml/L) e proteina total 26,04+4,39 (mg/dL).
A osmolaridade apresentou correlagcdo com os ions sodio (R=0,60), potassio (R=0,55) e
calcio (R=0,53). Foram detectadas vinte e duas proteinas de fase aguda, sendo que as
proteinas inflamatorias aloumina e transferrina foram identificadas em mais de 97% das
éguas avaliadas. Foi possivel a identificacdo de marcadores bioquimicos e proteinas
inflamatorias no liquido amnidtico de éguas saudaveis a termo. Somente a transferrina
apresentou-se diferente entre os grupos de idade, com concentracdes inferiores no grupo

de éguas mais velhas.

Palavras—chave: Gestacdo, Eletrdlitos, Proteinograma, Albumina, Tranferrina.
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ABSTRATC

The analysis of amniotic fluid is useful for understanding the biochemical process
involving the fetal-placental unit. The aim of this study was to evaluate biochemical
profile and acute phase proteins in the amniotic fluid of healthy mares during labor. The
collection of amniotic fluid was performed by amniocentesis method, once exposed to
the amniotic sac in the first stage of labor, by direct puncture. It has been observed forty
Thoroughbred pregnant mares in Southern Brazil. The biochemical composition was
evaluated using commercially kits and proteinogram was measured by eletrophoresis in
poliacrylamide gel (SDS — PAGE). The results of mean and standard error were: pH
7.70+0.02; glucose 1.22+0.08; alkaline phosphatase 30.45+ 2.67 (IU/L); gamma — GT
4.6+0.62 (IU/L), urea 33.59+2.34 (mg/dL), creatinine 5.10+0.59(mg/dL), sodium
54.35+2.51 (mEg/L); potassium 1.71+0.12 (mEg/L), chloride 72.09+5.94 (mEq/L);
calcium 3.86+0.23 (mg/dL); osmolarity 277.32+17.76 (mOsml/L) and total protein
26.04+4.39 (mg/dL). The osmolarity was correlated with ions sodium (R=0.60),
potassium (R=0.55) and calcium (R=0.53). Twenty-two acute phase protein were
detected and that inflammatory proteins aloumin and transferrin have been identified in
more than 97% of the evaluated mares. It was possible to identify biochemical markers
and inflammatory proteins in the amniotic fluid of healthy full term mares. Only the
transferrin presented among different age groups, with lower concentrations in the older
group of mares.

Keywords: Gestation, Electrolytes, Proteinogram, Albumin, Transferrin.
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INTRODUCAO

O liquido amnidtico no inicio da gestacao é produzido a partir de secre¢des do
epitélio amnidtico e da urina fetal. Posteriormente, com o desenvolvimento da gestacéo,
o esfincter vesical impede a liberacdo da urina fetal para a cavidade amnidtica e a saliva
e as secrecdes nasais fetais passam a fazer parte da composicdo do liquido amniotico
(Baetz et al., 1976).As funcbes vitais para o desenvolvimento e a manutencéo da vida
fetal como a oxigenacdo, nutricdo e a remogado das excretas nitrogenadas sao realizadas
pela circulagdo placentaria (Guinter, 1998; Prestes, 2006). Neste contexto, o liquido
amniodtico desempenha papel fundamental na gestacdo como no parto das éguas
(Zanella et al., 2013).

A unidade utero-placentaria pode ser comprometida por processos de
hipoxemia ou infec¢do, o que interfere na difusdo entre as circulacbes materna e fetal,
reduzindo o aporte de nutrientes e oxigénio para o feto e a placenta (Rossdale, 2004). O
liqguido amniotico reflete o estado materno fetal tanto por sua composicdo como pelo
seu volume, tendo importancia na boa evolucdo da gestacdo (Dertkigil et al., 2005). Em
equinos existem poucos trabalhos sobre o tema, contudo ja foi demonstrado que a
variacdo na concentracdo dos componentes bioquimicos do fluido amnidtico pode ter
uma relagdo significativa com a saude fetal, podendo indicar certas enfermidades
(Kochhar et al., 1997).Em éguas da raca Puro Sangue Inglés, a osmolaridade apresentou
uma correlacdo positiva com a idade da parturiente, enzimas e eletrolitos do liquido
amnidtico (Curcio et al., 2012). Em estudo realizado por Zanella et al. (2013) os autores
identificaram que em éguas, de acordo com o periodo gestacional, hd uma varia¢do na
composicdo bioquimica tanto do liquido amnidtico quanto do liquido alantéide. A
concentracdo de lactato no fluido amnidtico foi avaliada no momento do parto em
éguas, podendo ser util na identificacdo dos neonatos que necessitam de intervencao
precoce, logo ap6s o nascimento (Pirrone et al., 2012). Mais estudos devem ser
desenvolvidos para que o liquido amniotico possa ser uma eficiente ferramenta na rotina
clinica de equinos.

Um grande desafio na medicina envolve a deteccdo e monitoramento da
inflamacdo, a qual resulta de diversas enfermidades (Crisman, 2008). Com o

estabelecimento de pesquisas nessa area, as proteinas de fase aguda sdo cada vez mais
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utilizadas no diagnostico e progndstico nas doengas dos animais domésticos (Canisso et
al., 2014).Em resposta a infec¢do ou injuria, essas proteinas sdo rapidamente liberadas
na corrente sanguinea e suas concentracbes sdo diretamente relacionadas com a
severidade da condicéo inflamatoria do animal (Crisman, 2008).

A avaliacdo do liquido amni6tico no momento do parto é um método pouco
invasivo e agil capaz de demonstrar processos de comprometimento da placenta e feto.
Poucos sdo os estudos clinicos desenvolvidos em liquido amnidtico de equino e ndo ha
relatos na literatura da realizacdo de proteinograma em fluidos fetais. Desta forma, o
objetivo deste estudo é identificar marcadores bioquimicos e proteinas da fase aguda no

liquido amnidtico de éguas saudaveis no momento do parto.

MATERIAL E METODOS
Animais

Este estudo foi realizado em um criatério de cavalos da Raca Puro Sangue
Inglés, localizado no municipio de Bageé, sul do Brasil, latitude 31°34°48.54” e
longitude 54°11°06.38”. Todos os procedimentos foram aprovados pela Comisséo de
Etica em Experimentacio Animal (CEEA) da Universidade Federal de Pelotas, sob o
namero de protocolo 23110.005008/2013-43.

As éguas eram mantidas durante o verdo em campo nativo e durante o inverno
a consorciacdo de azevém (Lolium multiflorum), trevo branco (Trifolium repens) e
cornichdo (Lotus corniculatus) como pastagem cultivada. A suplementacdo era
realizada através de racdo balanceada com garantia de 12% de proteina e 27,5% Mcal
de energia digerivel. A agua estava disponivel ad libitum.

Foram utilizadas quarenta éguas gestantes, saudaveis, entre 5 e 21 anos de idade,
apresentando o mesmo padréo de escore corporal. As éguas foram divididas em dois
grupos de acordo com Madill (2002): o grupo 1 (n=19), éguas jovens, com idades entre
cinco e oito anos (6,8 + 0,32) e o grupo 2 (n= 21), éguas com idade superior a nove
anos(13,1 + 0,85).

As éguas foram monitoradas durante todo o periodo gestacional por médico
veterinario. Mensalmente eram submetidas a exames de palpacdo retal e

ultrassonograficos para avaliacdo do feto e da placenta. A partir do 5° més de gestacéo
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realizava-se a medicdo da espessura da juncdo Utero-placentéria via transretal utilizando
transdutor linear de 5 MHz, conforme descrito Renaudin et al. (1997).

Trinta dias antes da data de previsao do parto as eguas eram direcionadas para
o lote de paricdo e mantidas soltas a campo sob vigilancia continua até iniciar o parto. O
tempo médio de gestacdo foi de 345,8 + 1,9 dias. Apds o rompimento da bolsa
alantoideana e exposicdo da membrana amnidtica eram conduzidas as cocheiras
maternidade para que todos os partos fossem assistidos. Todos os partos foram
eutocicos com o nascimento de potros viaveis.

As placentas foram inspecionadas e pesadas imediatamente apds a expulsdo. O
peso médio das placentas foi de 6,7 + 0,2 Kg. Para avaliacdo macroscopica, as placentas
foram dispostas em formato de “F”, conforme descrito por Schlafer (2004). Foram
coletados fragmentos de sete pontos para avaliacdo histopatologica, sendo estes
correspondentes a estrela cervical, corpo uterino, corno gravidico e ndo gravidico,
bifurcacdo, &mnio e corddo umbilical, estes foram armazenados em tubos Falcon® de
50mL acrescidos de solucdo de formalina tamponada a 10% para fixacdo e posterior
avaliacdo microscopica. Todas as éguas utilizadas neste estudo apresentaram padrédo
histopatoldgicas das placentas sem alteragdo, de acordo com a avaliagdo descrita por
Lins et al. (2012).

Coleta de material

A coleta do liquido amnidtico foi realizada através de puncao direta da vesicula
amnidtica, com seringa de 20mL e agulha (40x12 mm) estéril (método de
amniocentese), assim que exposta a bolsa amnidtica na primeira fase do parto.

O material foi imediatamente transferido para tubos falcon® de 15 mL e

estocado em freezer sob temperatura de - 20°C para posterior avaliagéo.

Anélise Bioquimica do Liquido Amnidtico

As analises bioquimicas foram realizadas no laboratdrio de patologia clinica da
Faculdade de Veterindria e Zootecnia da UNESP/Botucatu, similar ao descrito por
Zanella et al. (2013). Foram avaliados pH, glicose, fosfatase alcalina, gamma — GT,
uréia, creatinina, sodio, potassio, cloretos, calcio, osmolaridade e proteina total A

quantificacdo foi realizada com espectrofotometro, SB — 190 Celm (Companhia
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Equipadora de Laboratorios Modernos, Barueri, Sdo Paulo, SP, Brasil), para todos os
elementos, exceto sodio e potassio através do equipamento CELM FC — 280 fotbmetro
de chama (Companhia Equipadora de Laboratorios Modernos). Para quantificar os
niveis de creatinina, uréia e cloretos foi utilizado kit CELM (Companhia Equipadora de

Laboratorios Modernos) de acordo com as instrucdes do fabricante.

Proteinograma

O proteinograma do liquido amniotico foi obtido pela técnica de eletroforese
em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS - PAGE),
noLaboratério de Pesquisa do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria - FCAV -
UNESP, Jaboticabal, conforme método descrito por Laemmli (1970) e as
recomendacdes de Fagliari e Silva (2002). Ap6s o fracionamento, o gel foi corado
durante duas horas em solucdo de azul de coomassie; em seguida, foi descorado em
solugdo de metanol e &cido acético. Os pesos moleculares e as concentragbes das
proteinas foram determinadas mediante leitura em densitdmetro computarizado
(Densitometer CS9301- PC - Shimadzu, Tokyo-Japan). Para a identificagdo das
proteinas no gel, foi utilizada solu¢cdo marcadora (Sigma Marker, Wide Range — Saint
Louis, USA) com diversos pesos moleculares, variando de 20.000 a 200.000 daltons.

Anélise Estatistica

A andlise estatistica foi realizadacom auxilio do software Statistix8.0®
(Analytical Software, Tallahassee, FL, USA). Todos os valores bioguimicos e proteinas
de fase aguda foram expressos em média + erro padrdo. Os dados foram submetidos a
teste de normalidade Shapiro Wilk. Foi realizado para todas as variaveis respostas o
teste de correlacdo de Pearson. As comparacgdes entre as medias das proteinas de fase
aguda entre os grupos foram realizadas pelo teste Two Sample T Test. O teste exato de
Fisher foi utilizado para comparar os indices de éguas que apresentaram proteinas

inflamatdrias entre os grupos de idade.



216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247

22

RESULTADOS

Né&o foi observada correlagdo entre as proteinas inflamatorias identificadas no
liguido amnidtico. No entanto, nas analises bioquimicas foi possivel observar que a
osmolaridade apresentou correla¢do positiva com sédio (R = 0.60, p = 0,0001), potéssio
(R =0.55, P =0,0004) e célcio (R = 0.53, P = 0,0007).

Os resultados das anélises bioquimicas realizadas no liquido amniotico das

éguas no momento do parto estdo apresentados na Tab. 1.

Tabela 1. Média, Erro Padrdo (S.E), Valores Minimo - Maximo das variaveis

analisadas no liquido amnidtico no momento do parto (N=31).

Valores Minimo —

Variavel Média+S.E

Maximo
pH 7,70+0,02 7,42 - 7,97
Glicose (mg/dL) 1,22+0,08 1,0-3,0
Fosfatase Alcalina (UI/L) 30,45+2,67 8,0-95
Gamma - GT (UI/L) 4,66+0,62 1,80-16,4
Uréia (mg/dL) 33,59+2,34 6,80 - 61,8
Creatinina (mg/dL) 5,10+0,59 2,0-17,3
Sédio (mEqg/L) 54,35+2,51 31-89
Potassio (mEg/L) 1,71+0,12 09-35
Cloretos (mEg/L) 72,09+5,94 47 — 239
Caélcio (mg/dL) 3,86+0,23 1,8 -16,47
Osmolaridade (mOsml/L) 277,32+17,76 143 - 633
Proteina Total (mg/dL) 26,04+4,39 9,23 - 139,07

No tracado densitométrico foram detectadas no liquido amnidtico vinte e duas
proteinas com pesos moleculares variando 19.439 a 272.284 daltons (Da). Destas, dez
proteinas foram consideradas para o estudo, por serem imunoglobulinas e proteinas de
fase aguda. Assim nas 36 éguas utilizadas para essa analise, destacaram-se com

respectiva percentagem no fluido amniotico a albumina (n=36; 100%), transferrina
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(n=35; 97,22%), IgG cadeia leve (n=33; 91,7%), 1gG cadeia pesada (n=30; 83,33%),
IgA (n=30; 83,3%), haptoglobina (n=22; 61,11%), ceruloplasmina (n=21; 58,3%), a3 -
antitripsina (n=13; 36,11%), al - glicoproteina acida (n=7; 20%) e 23 kDa (n=2; 5,6%).
As concentracOes destas dez proteinas, apresentadas pela média, juntamente com seus
respectivos erros padrfes, valores minimos e maximos dos pesos moleculares,
encontram-se na Tab. 2. Na comparacgdo entre os grupos de idade, ndo foi observada
diferenca na porcentagem de éguas em que foram identificadas as proteinas
inflamatdrias. Na avaliacdo da concentracdo das proteinas entre 0s grupos, somente a
transferrina apresentou diferenca (p=0.01), sendo detectadas médias superiores no grupo
de éguas jovens (47,8 + 14,2) em relacdo as éguas mais velhas (10,3 + 3,7).

Tabela 2. Média, Erro Padrdo das Concentracdes, Valores Minimo e Maximo do Peso
Molecular das proteinas identificadas no liquido amnidtico no momento do parto
(N=36).

Proteinas de Fase

Aguda N Media+S.E ) Valorejs
Minimo-Maximo (Da)

(mg/dL)
Albumina 36 177,01+30,58 63,74 — 69,76
Transferrina 35 37,98+9,47 80,53 - 89,32
IgG Cadeia Leve 33 148,99+39,90 23,80 — 40,60
IgG Cadeia Pesada 30 10,43+2,63 23,88 - 61,72
IgA 30 1,10+0,51 151,54 - 194,12
Haptoglobina 22  17,47+12,88 40,70 - 56,97
Ceruloplasmina 21 0,39+0,10 93,40 - 120,40
ag - Antitripsina 13 15,21+9,10 59,41 - 64,30
ay — glicoproteina &cida 7 0,24+0,08 33,86 —41,40
23 kDa 2 7,50+3,35 23,30 — 23,42
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DISCUSSAO

Este estudo determinou componentes bioquimicos em todas as amostras de
liqguido amnidtico obtidas no momento do parto. A unidade feto-placentaria é um
sistema dindmico, o qual realiza trocas constantes entre a circulagdo materna e os
fluidos fetais, sendo que a variacdo nas concentragcdes desses componentes pode ter uma
relacdo significativa com a saude fetal (Kochhar et al., 1997).

O valor meédio encontrado para o pH foi de 7,70. A discreta alcalinidade
demonstrada para o valor do pH pode estar relacionada a presenca dos eletrélitos,
contudo ndo foi encontrada correlagdo entre eles. Em equinos ndo existem valores
identificados de pH do liquido amnidtico no momento do parto. Em estudo realizado
por Martins (2004) o pH identificado no liquido amnidtico de cadelas variou de 7,50 a
8,50.Em estudo realizado em ovelhas por Prestes et al.(2001), os autores observaram
uma diminui¢do do pH ao longo da gestacdo, os autores sugerem que esta diminuigéo
ocorra devido ao aumento de secrecdes e eliminacdo de proteinas oromucoides.

A composicdo eletrolitica do liquido amniotico varia muito e essas trocas
refletem a atividade dos rins, pulmdes e trato digestorio (Gulbis et al.,1998). No
presente estudo os niveis de sodio identificados foram inferiores aos valores obtidos nas
trés fases da gestacdo por Zanella et al. (2013).

De acordo com o estudo realizado por Kochhar et al.(1997) ha uma elevacgéo
na concentracdo de ions potassio e calcio no fluido alantéide, sugerindo um aumento da
urina e atividade metabolica fetal. Estes eletrolitos demonstraram uma diminui¢do no
liguido amnio6tico no momento do parto ao comparar com os dados obtidos para o terco
final da gestacédo por Zanella et al.(2013).

Em estudo realizado em ovelhas por Prestes et al. (2001), os cloretos
demonstraram a mesma tendéncia que o sodio. Em que houve uma diminuicdo dos
niveis ao longo dos tergcos gestacionais. Zanella et al. (2013) observaram um aumento
no terco medio e uma reducdo no terco final da gestacdo. Em nosso estudo, 0s niveis
dos ions cloretos foram superiores aos valores obtidos por Zanella et al. (2013). Através
do estudo dos eletrélitos como sddio, potassio e calcio foi possivel demonstrar que estes
componentes e suas respectivas variagcdes influenciaram na osmolaridade do liquido

amniotico.
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O valor médio de 1,22 mg/dL para os niveis de glicose no liquido amniético no
momento do parto foi inferior ao valor de 4.0 mg/dL observado por Zanella et al. (2013)
no terco final da gestacdo. Isto demonstra que hd uma reducdo na concentracdo de
glicose de acordo com a evolugdo da gestagdo em éguas saudaveis. Em mulheres, a
glicose do fluido amnidtico é utilizada como um indicador sensivel e especifico de
infeccdo intra-amnidtica (Kirshon et al., 1991). Em estudos com ovelhas (Burd et al.,
1975; Carter et al., 1993) os autores demonstraram que a placenta metaboliza
rapidamente a glicose, produzindo grande quantidade de lactato como subproduto. A
concentracdo de lactato no liquido amniotico de equinos esta relacionada positivamente
com o pH do potro imediatamente ap0s 0 nascimento, uma vez que um pH baixo pode
indicar hipoxia neonatal (Pirrone et al.,2012).

A fosfatase alcalina estd correlacionada com maturidade, formacgdo Ossea e
principalmente, com a funcéo renal fetal (Hahnemann, 1974). Pode ocorrer um aumento
da atividade da enzima devido a maturagdo avangada do intestino, figado, 0ssos e rins
fetais, a entrada direta de células descamadas da mucosa intestinal no liquido amniotico
ou eventual passagem de matéria fecal durante o processo de nascimento (Williams et
al., 1993). Os niveis obtidos para esta enzima em nosso trabalho no momento do parto,
foram inferiores ao valor obtido por Zanella et al. (2013) no terco final da gestacéo.
Sugerindo que com a proximidade do parto, em éguas saudaveis, hd uma redugdo na
atividade da fosfatase alcalina.

Em estudo realizado por Prestes et al. (2001) foi possivel determinar grande
concentracdo da enzima gama — GT nos rins, pancreas e figado, participando do
metabolismo de varios mediadores de fungdes fisioldgicas. Assim, os valores obtidos
para esta enzima no liquido amnidtico no momento do parto demonstram a atividade
destes 6rgdos em potros oriundos de éguas gestantes saudaveis.

A concentracdo media de uréia foi de 33.59, valor este inferior ao valor obtido
por Zanella et al. (2013), no terco final da gestagdo. Através destes valores é possivel
observar uma reducdo nos niveis de uréia no liquido amnio6tico no momento do parto.

O aumento na concentracdo de creatinina no liquido amnidtico reflete a
maturagdo do sistema urinario no neonato equino (Williams et al., 1993), uma vez que a
creatinina representa um bom marcador de maturagédo e fungdo renal em humanos

(Begneaud et al., 1969). O rim fetal é afuncional durante o seu periodo de formacdo,
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porém sua contribuicdo no final do processo de maturacdo fetal € importante para a
sobrevida do concepto (Lumbers et al., 1985). O estudo realizado em ovelhas sem
alteracdes gestacionais por Prestes et al. (2001), comprovou que os valores de creatinina
no liquido amnidtico aumentaram conforme a evolugdo da gestacdo. Para Vaala (1999),
o0 nivel de creatinina sérica ndo é um marcador confidvel da funcdo renal dos potros
neonatos, porque a placenta é a principal responsével pela eliminacdo de metabdlitos do
feto e a elevacdo da creatinina é geralmente uma consequéncia de disfungéo placentaria.
Desta forma, o nivel obtido de creatinina no liquido amnidtico de éguas sadias reflete
uma adequada funcdo feto-placentaria, e um potencial marcador dessa condicao.

Em estudos realizados por Canisso et al. (2014) e Coutinho et al. (2013), os
autores demonstraram um aumento nos niveis séricos das proteinas inflamatorias
haptoglobina e Amiloide A sérica, em eguas com alteracGes inflamatorias na placenta.
No liquido amni6tico de equinos, ndo ha relato da avaliagdo de proteinas de fase aguda.
A albumina demonstrou estar presente em todas (100%) as amostras (177.01+30.58
mg/dL). A proteina identificada com peso molecular de23 kDa (7.50+3.35 mg/dL)
apresentou o menor percentual e foi identificada em apenas duas amostras (5,6%).

A transferrina, proteina de fase aguda negativa, apresentou um valor
significativamente inferior no grupo de éguas mais velhas. Apresentando um padréo
similar ao descrito sobre as concentragdes de albumina, em vacas multiparas, o que
pode representar um marcador de processos inflamatdrios associados a processos

reprodutivos no pos-parto (Krause et al., 2013).

CONCLUSAO

Foi possivel identificar marcadores bioguimicos e proteinas inflamatérias no
liguido amnidtico de éguas saudaveis no momento do parto. Somente a transferrina
apresentou-se diferente entre os grupos de idade, com concentragdes menores no grupo

de éguas mais velhas.
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4 CONCLUSAO GERAL

Poucos sdo os estudos desenvolvidos em | iquido am nidtico n a esp écie
equina. D esta forma, a partirdos resultados bioquimicos e o pr oteinograma
apresentados foi possivel determinar valores de referéncia para a analise do liquido
amniotico d e ég uas saudaveis nom omento d o par to. Somente at ransferrina
apresentou-se diferente entre os grupos de idade, com concentragdes inferiores no
grupo de éguas mais velhas.

Mais estudos devem ser desenvolvidos para que o | iquido amnidtico possa

ser uma eficiente ferramenta na rotina clinica de equinos.
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