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Resumo

O objetivo do presente estudo foi identificar os parametros bioquimicos do liquido amni6tico
(LA) no momento do parto de éguas com placentite ascendente e relacionar com pardmetros bioquimicos
séricos dos neonatos. Foram utilizadas 36 éguas gestantes da raca Puro Sangue Inglés, divididas em dois
grupos: placentite (n=5) e sadias (n=31). A placentite foi definida de acordo com a avaliagdo clinica,
exame ultrassonografico e histopatologia das placentas. Essas éguas foram submetidas a terapia
antimicrobiana, antiinflamatorios e altrenogest. A coleta do LA foi realizada na segunda fase do parto ¢ as
amostras sanguineas dos neonatos imediatamente ap6s o nascimento. Foi observada menor concentragido
de creatinina no LA de éguas com placentite. Potros provenientes de éguas com placentite foram menores
em peso ¢ altura ao nascimento, ¢ apresentaram concentragdes elevadas de ureia e reduzidas de PPT na
avaliacdo sérica. Foi observado correlagdo positiva moderada entre creatinina e ureia no LA e correlagdo
positiva fraca entre a creatinina do LA e sérica dos potros. Concluiu-se que o perfil bioquimico do LA e
sérico dos neonatos oriundos de éguas com placentite ascendente diferem de gestagdes sadias. Sendo que
esses parametros podem ser utilizados como indicadores de alteracdes placentarias em éguas.
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Abstract

The aim of this study was to identify the biochemical parameters of amniotic fluid (AF) at
parturition in mares with ascending placentitis, and to relate with biochemical parameters in neonatal
foals’ serum. Thirty-six pregnant Thoroughbred mares were divided in 2 groups: mares with placentitis
(n=5) and healthy mares (n=31). Placentitis was identified based on clinical signs, ultrasound evaluation
and histopathological features in the placenta. Mares with placentitis were treated with antibiotics, anti-
inflammatories and altrenogest. AF was collected during the second stage of labor and blood samples
were taken immediately after foaling. Lower concentrations of creatinine were found in the AF of mares
with placentitis. Foals from mares with placentitis showed smaller height and lower birthweight, also
showed increase of urea and decrease of total protein levels in blood serum. A moderate positive
correlation between urea and creatinine in AF was observed, and a weak positive correlation was found
between creatinine in AF and the serum of foals. In conclusion, biochemical composition of AF and of
blood serum of neonatal foals from mares with ascending placentitis are different of healthy mares. So,
those analysis could be useful to identify placental changes in mares.

Key words: gestation, creatinine, urea, equine.
Introducao

Em equinos, assim como nos demais mamiferos domésticos, as fungdes vitais para o
desenvolvimento e a manutengdo da vida fetal como a oxigenacdo, nutricdo e excre¢do sdo realizadas
através de trocas placentarias (Ginther, 1998; Prestes, 2006), por isso alteragdes nesta estrutura afetam
diretamente o desenvolvimento e bem-estar fetal (Wilsher et al., 2005). O liquido amnidtico envolve o
feto durante a gestagdo desempenhando papel fundamental para a protegdo fetal no ambiente intrauterino,
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auxilia na lubrificagdo no momento do parto (Asbury e Leblanc, 1993), e ainda, pode refletir a condigdo
materno fetal tanto por sua composi¢do como pelo seu volume (Dertkigil et al., 2005).

O volume de fluidos fetais na égua ¢é cerca de 10-12 litros no final da gestag@o, sendo esse
volume regulado basicamente pela excrecdo e degluticdo do feto (Williams et al., 1993). O liquido
amnidtico possui caracteristica viscosa sendo derivado da pele, mucosas e das secre¢des naso-faringeas,
enquanto o fluido alantoide consiste basicamente no produto de excre¢do dos rins fetais (Baetz et al.,
1976). Os componentes bioquimicos do liquido amnidtico (LA) podem estar alterados em algumas
situagdes de sofrimento fetal em equinos, sendo ja descrito diferencas nas concentragdes de lactato
(Pirrone et al., 2012), bilirrubinas ¢ fosfatase alcalina (Kochhar et al., 1997) de éguas que sofreram parto
distocico. Em humanos, as concentragcdes de determinados componentes do LA s3o consideradas
marcadores para maturidade e prognéstico de viabilidade neonatal (Begneaud et al, 1969; Parmley e
Miller, 1969).

A causa mais frequente de perdas gestacionais tardias em equinos ¢ a placentite (Giles et al.,
1993). Esta alteracdo causa comprometimento da unidade ttero-feto-placentaria que interfere na difusao
de moléculas entre as circulagdes materna e fetal, reduzindo o aporte de nutrientes e oxigé€nio para o feto
¢ a placenta (Rossdale, 2004). Consequéncias desses danos placentarios podem promover o aborto, o
nascimento de um natimorto ou de um potro extremamente debilitado ou paradoxalmente com poucas
alteragdes clinicas (Bain, 2004).

A identificagdo de altera¢des na avaliacdo sérica em potros neonatos provenientes de gestagdes
com placentite e outras disfungdes placentarias ja esta estabelecida (Pirrone et al., 2014; Feijo et al.,
2018). Recentemente, alteracdes na proteomica do LA amnidtico de €guas submetidas a indugdo
experimental de placentite também foram identificadas, incluindo o up-regulation de hatoglobina e
plasminogénio (Loux e Ball, 2018). No entanto, ainda pouco se sabe como os componentes bioquimicos
do LA se comportam em alteragdes placentarias e qual sua relacdo com as avaliagdes bioquimicas séricas
do neonato (Pirrone et al., 2012).

Assim, o objetivo deste estudo foi identificar os pardmetros bioquimicos do LA no momento
do parto de éguas com placentite e correlacionar com a avaliagdo bioquimica sérica dos potros neonatos
provenientes dessas éguas.

Material e métodos

Para a realizacgdo deste estudo foram utilizadas 36 éguas gestantes da raga Puro Sangue Inglés e
seus respectivos potros. Estas estavam alocados em um criatério no municipio de Acegud, Rio Grande do
Sul, apresentando idade entre 5 e 21 anos. Todos os procedimentos realizados nos animais foram
aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentagio Animal (CEEA) da Universidade Federal de
Pelotas, sob o numero de protocolo 23110.005008/2013-43.

Monitoramento dos animais

As éguas eram inspecionadas diariamente durante todo o periodo gestacional, sendo
observadas quanto ao aparecimento de sinais clinicos de placentite, Mensalmente era realizado exame
obstétrico por palpagdo e ultrassonografia transretal, com o uso de transdutor linear 5-MHz (SonoVet600,
Medison Co. Ltd, Seul, KR). A partir do 5° més de gestagdo, durante o exame ultrassonografico
transretal, avaliava-se o espessamento da jungdo utero placentaria (JUP) na por¢do caudal da placenta,
além da presenca de exsudato ou de separagdo do corioalantdide do endométrio (Bucca et al., 2005). A
avaliacdo da JUP era realizada conforme descrito por Renaudin et al. (1997), sendo considerado valores
normais menores que 8mm entre 271-300 dias de gestacdo, até 10mm entre os dias 301-330, e menores
que 12mm a partir dos 330 dias de gestacao.

Foram utilizadas no presente estudo éguas diagnosticadas com placentite no periodo entre 280-
300 dias de gestagcdo. As mesmas foram tratados com Sulfa-trimetoprim (Trissulfin®, Ouro Fino
Agronegocio, Brasil), na dose 30mg/kg, endovenoso, a cada 12 horas, durante 10 dias, Flunixin
meglumine (Desflan®, Ouro Fino Agronegocio, Brasil), na dose 1,1mg/kg, endovenoso, a cada 24 horas,
e Altrenogest (Regu-Mate®, Merck Animal Health, EUA) na dose de 0,088mg/kg, oral, a cada 24 horas.
Somente a administragdo de Altrenogest permaneceu de forma continuada até os 320 dias de gestagao.
Por serem éguas de um criatorio particular com desenvolvimento espontaneo de placentite, ndo forma
realizados exames microbioldgicos para identificacdo do agente etioldgico, antes de iniciar a
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antibioticoterapia.
Trinta dias antes da data de previsao do parto todas as éguas eram direcionadas para o piquete
de paricao e mantidas sob constante observacao para a realizagdo do parto assistido.

Coleta de amostras

Apds o rompimento do alantocdrion e exposi¢do da membrana amnidtica, as éguas eram
conduzidas para baias maternidade para que o parto fosse assistido. A coleta do LA era realizada através
da puncao direta da vesicula amnidtica no momento da sua exposi¢éo, com o uso de uma seringa de 20ml
e agulha (40x12mm). O material era imediatamente transferido para tubos Falcon® de 15ml e
armazenado em freezer a temperatura de - 20°C para posterior avaliagdo bioquimica.

Ap6s o nascimento foi realizada a pesagem (balanca comercial digital) e aferi¢do da altura na
cernelha (hipometro) dos potros. As amostras séricas dos neonatos eram colhidas imediatamente apds o
nascimento, sendo realizadas através da puncdo da veia jugular em dois tubos: um com ativador de
coagulo e um com anticoagulante EDTA. Apos a coleta era realizada a centrifugacdo dos tubos com
ativador de coagulo a 2200 RPM para a obtengdo do soro e as amostras de soro mantidas em eppendorfs
de 2ml em freezer -20°C para posterior avaliagao.

Avaliagdo placentaria

As placentas eram pesadas e dispostas em formato de “F” imediatamente apos a expulsdo. Na
avaliacdo macroscopica, ambas as faces eram inspecionadas quanto a presenga de exsudatos na face
coridnica, auséncia de vilosidades, alteracdes de coloragao, ou areas de espessamento, conforme descrito
por Schlafer (2004). Para a analise histopatolégica, foram coletados sete fragmentos de 3x3 cm de
diametro de cada diferentes pontos da placenta, sendo estes correspondentes a: estrela cervical, corpo
uterino, corno gravidico e ndo gravidico, bifurcacdo, amnion e corddo umbilical. Os fragmentos foram
armazenados em tubos Falcon® de 50ml acrescidos de solugdo de formalina tamponada a 10% para
fixacdo. Na avaliagdo microscopica, avaliou-se a integridade do epitélio corioalantdide, disposicdo dos
microcotilédones, presenca de alteragdes nos componentes da membrana corioalantdide, como infiltrados
inflamatorios, edema, necrose ou hipoplasia dos microcotilédones (Pazinato et al., 2016). Os diagnosticos
de placentite foram confirmados através da presenca de infiltrado inflamatério em, no minimo, trés
pontos avaliados.

Divisdo de grupos

Foram classificadas como placentite (n=5) éguas que apresentaram sinais clinicos
caracteristicos entre 280-300 dias de gestacdo, sendo eles: secrecdo vulvar, desenvolvimento precoce do
ubere e/ou galactorréia; e no exame ultrassonografico transvaginal apresentaram: espessamento da JUP,
descolamento do corioalantdide e presenga de exsudato. O diagnoéstico foi ainda confirmado devido a
presenga de alteragdo na avaliagdo macroscopica e infiltrado supurativo na avaliagdo histopatologica da
placenta no pos-parto (Hong et al., 1993; Pazinato et al., 2016). Enquanto as éguas sadias (n=31) ndo
apresentaram sinais clinicos ou achados ultrassonograficos de placentite durante a gestacdo. As éguas
sadias ndo apresentaram alteragdes nas avaliagdes macroscopica da placenta, sendo observado padrio
normal de integridade dos microcotilédones e auséncia de infiltrados leucocitarios na avaliagdo
histopatologica das mesmas (Pazinato et al., 2016).

Analises bioquimicas

As andlises bioquimicas do LA foram realizadas no laboratério de patologia clinica da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP/Botucatu, similar ao descrito por Zanella et al.
(2014). Foram avaliados pH, fosfatase alcalina (FA), gamma — GT, ureia, creatinina, sodio (Na), potassio
(K), cloretos (Cl), calcio (Ca), osmolaridade e proteina total (PT). A quantificagdo foi realizada com
espectrofotometro, SB — 190 Celm (Companhia Equipadora de Laboratorios Modernos, Barueri, Sdo
Paulo, SP, Brasil), para todos os elementos, exceto sodio e potassio, que foram avaliados com auxilio do
equipamento CELM FC — 280 Fotometro de chama (Companhia Equipadora de Laboratorios Modernos).

Ja as andlises da bioquimica sérica foram realizadas na Universidade Federal de Pelotas,
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UFPel. Foram utilizados kits comerciais (Labtest Diagnostica SA, Lagoa Santa, Brasil) para quantificagdo
dos parametros ureia, creatinina e glicose através de espectofotometria. Os coeficientes de variagdo entre
as andlises foram menores que 10%. As medi¢des de fibrinogénio e proteina plasmatica total foram
realizadas por refratometria, a partir da amostra de sangue em EDTA, logo apds a coleta no proprio
criatorio.

Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada com auxilio do software Statistix 10.0® (Analytical Software,
Tallahassee, FL, USA). Foi utilizado o teste de t-two Sample para realizar a compara¢cdo de médias, e
teste de Pearson para avaliar a correlagdo entre as variaveis. Os valores estdo expressos em média + erro
padrao da média.

Resultados

O peso da placenta e tempo médio de gestagcdo ndo diferiram entre os grupos de éguas com
placentite e sadias, sendo respectivamente 5,8+0,2 Kg vs 6,7+0,6 Kg e 335,20+5 dias vs 345,32+2 dias
(p>0,05). Os potros nasceram viaveis, ndo sendo necessario qualquer tipo de intervengdo clinica apos o
nascimento. Contudo potros provenientes de éguas com placentite foram menores em peso e altura, do
que potros de éguas saudaveis, sendo respectivamente 49+1,1 Kg e 0,99+0,03 m vs 56,7+6,2 Kg ¢
1,04+0,03 m (p<0,05).

Na andlise bioquimica do liquido amnidtico (Tab. 1) foi observada menor concentragdo de
creatinina no liquido proveniente de éguas com placentite (p=0,004). Ja na avaliagdo bioquimica sérica
dos neonatos, o grupo oriundo de gestagdes com placentite apresentou incremento nos valores de ureia
(p=0,016) (Tab. 2). Foi observada correlagao positiva moderada (r=0,56, p<0,001) entre creatinina e ureia
no LA e correlagdo positiva fraca (r=0,38, p=0,024) entre a creatinina do LA e creatinina sérica dos
potros. Entre os demais pardmetros avaliados ndo foram identificadas correlagdes.

Tabela 1. Avaliagdo bioquimica do liquido amniético (LA) de éguas puro-sangue inglés a termo (éguas
sadias e com placentite)

Bioquimica LA Sadias (n=31) Placentite (n=5)
Média=EPM Média=zEPM
pH 7,70+0,03* 7,724+0,1°
Sédio (mEq/L) 54,35+2,51% 51,60+2,73%
Potassio (mEg/L) 1,7140,12% 2,08+0,30%
Célcio (mg/dL) 3,86+0,23" 3,7+0,52°
Cloretos (mEg/L) 72,09+5,94° 62,20+3,35%
Fosfatase Alcalina (UI/L) 30,45+2,68" 31,0+2,3?
Gamma — GT (UI/L) 4,66+0,62° 3,42 +0,43?
Ureia (mg/dL) 33,59+2,34" 34,26+4,52°
Creatinina (mg/dL) 5,10+0,59* 2,88i0,38b
Osmolaridade (mOsml/L) 277,32+17,77* 258,20+28,79°
Proteina Total (mg/dL) 26,04+4,39° 21,32 -4,70°

Letras diferentes na linha denotam diferenga pelo teste t-two sample (p<0,05).

Tabela 2. Média, Erro Padrio dos componentes bioquimicos séricos dos potros no momento do
nascimento de acordo com os grupos de éguas sadias e com placentite.

Bioquimica Sérica Sadias (n=31) Placentite (n=5)
Ureia (mg/dL) 83,60+2,21° 100,47+7,71*
Creatinina (mg/dL) 3,024+0,16* 2,58+0,19%
Glicose (mg/dL) 113,16+8,8" 121,9+6,04°
Proteina total (g/dL) 6,5+0,11° 5,82+0,16°
Fibrinogénio (mg/dL) 303,234+21,49° 300+44,72%

Letras diferentes nas linhas denotam diferenga pelo teste t-two sample (p<0,05).
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Discussao

Neste estudo, as éguas com placentite apresentaram redugdo da concentragdo de creatinina no
liquido amniotico, em relagdo ao encontrado em éguas sadias. Sendo que potros neonatos provenientes
das éguas com placentite foram menores ao nascimento e apresentaram na avalia¢cdo bioquimica sérica
incremento de uréia e redugdo da PPT. Sugerindo que estes parametros estejam associados a alteragdes
placentarias e redugdo no crescimento dos potros, mesmo com o nascimento de neonatos viaveis.

A composicdo do LA esta relacionada a atividade de orgdos fetais por circular nos pulmdes,
estdmago e intestino, promovendo o transporte de metabolitos para a cavidade amniotica (Gulbis et al.,
1998). Os valores de creatinina no LA apresentam um padrdo crescente durante as fases gestacionais em
éguas (De Vita et al., 2014; Zanella et al., 2014). Em humanos, este aumento ¢ atribuido a maturidade do
sistema urinario e ao incremento de massa muscular fetal (Begneaud et al., 1969), em equinos, também ¢
sugerido que seja reflexo da maturidade do sistema urindrio fetal (Williams et al., 1993). Assim, baixas
concentragdes de creatinina no LA de gestagdes de risco estdo relacionadas ao nascimento de bebés
imaturos, com menor peso ¢ menores taxas de sobrevivéncia (Begneaud et al., 1969), o que pode ser
identificado também no presente estudo com potros neonatos menores ao nascimento.

Os valores de K, CI, PT, GGT e ureia no LA nfo diferiram entre os grupos ¢ foram similares
ao fisiologico descrito por De Vita et al. (2014) no momento do parto, assim como a concentragdo de
creatinina do grupo de éguas sadias

No presente estudo foram avaliadas as concentragdes séricas de creatinina, ureia, fibrinogénio
e glicose dos neonatos, ja que esses parametros sdo relacionados a eficiéncia placentaria em potros
neonatos (Pirrone et al., 2014). Ambos os grupos apresentaram valores mais elevados de ureia que o
padrao de referéncia (Aoki e Ishii, 2012), no entanto, entende-se que essa € uma caracteristica desta
populacdo, tendo em vista que os resultados foram similares aos ja descritos com animais do mesmo local
(Lins, et al. 2012; Feijo et al., 2018). O grupo placentite apresentou valores séricos mais elevados de ureia
e reduzidos de PPT ao nascimento. Essas alteragdes ao nascimento estdo relacionadas ao catabolismo
proteico fetal, devido a falta de substratos energéticos (Pirrone et al., 2014). Outra hipotese para esses
achados, incremento de uréia e redugdo de PPT, pode ser atribuida a imaturidade hepatica que esta
relacionada com a falha na maturag@o organica comum em potros neonatos que sofreram intercorréncias
durante a gestagdo, como descrito por Stonecham (2006).

Pouco se sabe a respeito da dindmica dos componentes bioquimicos do LA em altera¢des
placentarias ou de sua relagdo com parametros neonatais em equinos. As concentragdes de creatinina no
LA das éguas com placentite apresentaram fraca correlacdo (1=0,38, p=0,0242) com os valores séricos
desse metabolito. A hipercreatinemia ocorre em potros neonatos que sofreram com a insuficiéncia
placentaria e apresentam imaturidade marcada (Morresey, 2005; Chaney et al., 2010), enquanto os potros
maturos nessa situacao apresentam valores normais de creatinina sérica (Feijo et al., 2018).

Diferencas relacionadas a viabilidade dos potros das éguas com placentite estd relacionada a
capacidade de alteracdes infecciosas ou inflamatdrias da unidade feto-placentaria promoverem ativagao
prematura do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal fetal, (Canisso et al., 2015), promovendo a antecipagdo da
maturagdo geral dos neonatos. No presente estudo, o tratamento das éguas com associag@o de antibidtico,
anti-inflamatorio e hormdnios para a placentite ascendente permitiu a manutengdo da gestagdo a termo,
caracterizada pelo tempo de gestacdo e peso das placentas que ndo diferiram das éguas saudaveis. Isso
também corroborou para o nascimento de potros viaveis, contudo esses apresentaram menor peso € altura
ao nascimento e imaturidade hepatica na avaliagdo da bioquimica sérica. Mesmo com a realizacdo do
tratamento clinico para a placentite durante a gestagdo, a confirma¢do da permanéncia de lesdes até o
momento do parto foi confirmada na avaliagdo placentaria apés expulsio. Eguas do grupo placentite
apresentaram alteracdes macroscopicas caracteristicas e infiltrado supurativo na avaliagdo
histopatologica, as quais sdo descritas por Hong et al. (1993) e Pazinato et al. (2016).

Conclusao

O perfil bioquimico do LA e sérico dos neonatos oriundos de éguas com placentite ascendente
diferem de gestacdes sadias. A creatinina do LA foi menor em éguas com placentite e os potros
provenientes dessas éguas apresentaram redugdo da proteina plasmatica total e elevagdo da ureia sérica,
ndo havendo correlagdo entre estes pardmetros. Assim, os pardmetros bioquimicos do LA podem ser
utilizados como indicadores de alteragdes placentarias em éguas.
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