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GREGHI, Julia Rodrigues. Analise bioquimica do liquido amniético e
histopatologia da placenta como marcadores da viabilidade de neonatos
caninos. 2023. 71f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2023.

RESUMO

A maior taxa de mortalidade neonatal nos cées ocorre no periodo final da gestacéo,
durante o parto e nos primeiros sete dias de vida. Em geral, esta relacionada ao tipo
de parto, as falhas no manejo clinico e diagndstico tardio dos doentes. Os anexos
fetais sdo responsaveis pela sustentagdao e desenvolvimento intrauterino, refletindo
diretamente a saude do recém-nascido, e a avaliagao destas estruturas se mostra
um ensaio promissor para predicao de neonatos de risco. O objetivo deste estudo foi
comparar as caracteristicas bioquimicas do liquido amnidtico e histopatolégicas da
placenta entre neonatos caninos nascidos por cesareas eletivas e emergenciais, a
fim de associar os achados a viabilidade neonatal nas primeiras 24 horas de vida.
Foram selecionados 38 neonatos, provenientes de cesareas eletivas (CEL, n=19) e
emergenciais (CEM, n=19). No pds-parto imediato, foi utilizado o escore Apgar para
determinacao da viabilidade nos tempos de zero (TO) e cinco minutos (T5). O liquido
amnidtico foi colhido para analise da concentracdo de seus componentes
bioquimicos (alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), creatinina,
ureia, proteinas totais (PT), albumina, bilirrubinas totais e direta, lactato, glicose,
potassio, cloretos, calcio e sodio), enquanto a placenta foi submetida a
processamento histopatolégico para descrigdo das lesdes no labirinto placentario
(necrose, hemorragia, infiltrado inflamatério e calcificacdo) e identificagdo da
disposigao de fibras de colageno por meio da coloragao Picrosirius-Hematoxilina. O
grupo CEM, em comparacédo com o grupo CEL, apresentou aumento significativo de
FA (p=0,035), bilirrubina direta (p=0,039), lactato (p<0,001), cloretos (p<0,001) e
potassio (p=0,031). A comparagdo entre os grupos CEL e CEM nao evidenciou
diferengcas entre a presenca e extensao das lesdes na placenta, contudo foi
observada diferencga subjetiva na disposi¢céo das fibras de colageno na delimitagéo
das lamelas entre os grupos. Necrose e hemorragia foram as alteragoes
histopatolégicas mais frequentes em ambos os grupos. A comparagdo entre os
achados do liquido amnidtico e histopatoldégico evidenciou correlacdo negativa
moderada (r=-0.609, p=0,003) entre a concentragdo de glicose e a presenca de
necrose no labirinto placentario. A partir dos resultados foi possivel identificar que a
composi¢ao do liquido amnidtico sofre alteragbes por influéncia do tipo de cesarea,
possivelmente, causadas pela hipéxia prolongada nos casos de distocia refletindo o
status metabdlico do neonato. Nas condi¢bes do experimento, ndo foram
encontradas correlagcdes entre as caracteristicas histopatoldgicas da placenta com a
viabilidade dos neonatos, porém nota-se variacbes na disposicao das fibras
colagenas componentes da matriz extracelular nos casos de distocia.

Palavras-chave: Anexos fetais, biomarcadores, caes, distocia, neonatologia.



GREGHI, Julia Rodrigues. Biochemical analysis of amniotic fluid and placental
histopathology as viability markers in canine neonates. 2023. 71f. Dissertation
(Master’s degree in Animal Science) — State University of Londrina, Londrina, 2023.

ABSTRACT

The highest neonatal mortality rate in dogs occurs in the final period of pregnancy,
during delivery and in the first days of life. It is related to clinical management failure
and late diagnosis. Fetal membranes and placenta are responsible for intrauterine
support, development of the fetus and reflect the health of the newborn. Evaluations
of these structures are promising assays for predicting at-risk neonates. The aim of
this study was to investigate the biochemical characteristics of the amniotic fluid and
placental histopathology for comparison between canine neonates born by elective
and emergency cesarean sections to associate the findings with neonatal viability in
the first 24 hours of life. Totally, 38 neonates were selected, from elective (CEL,
n=19) and emergency (CEM, n=19) cesarean sections. Apgar score was used to
determine viability at zero (T0) and five minutes (T5), amniotic fluid was collected for
biochemical analysis of alanine aminotransferase (ALT), phosphatase alkaline (FA),
creatinine, urea, total protein (PT), albumin, total and direct bilirubin, lactate, glucose,
potassium, chlorides, calcium and sodium. Placenta was subjected to
histopathological processing to the description of lesions in the labyrinth (necrosis,
hemorrhage, inflammatory infiltrate and calcification) and to evidence the collagen
fiber network using Picrosirius-Hemotoxilin staining. Compared to the CEL group,
CEM group showed a significant increase in AF (p=0.035), direct bilirubin (p=0.039),
lactate (p<0.001), chlorides (p<0.001) and potassium (p=0.031). Comparison
between the CEL and CEM groups did not show differences (p>0.05) between the
presence and extent of lesions in the placenta. Necrosis and hemorrhage were the
most frequently described histopathological alterations in all groups. The comparison
between amniotic fluid and histopathological findings showed a negative correlation
(r=-0.609) between glucose concentration and the presence of necrosis in the
placental labyrinth. It was possible to observe that the composition of the amniotic
fluid changes according to cesarean type, possibly caused by prolonged hypoxia,
reflecting the metabolic status of the neonate. Under the conditions of the
experiment, no correlations were found between the histopathological characteristics
of the placenta and the viability of the neonates, but variations were noted in the
arrangement of the collagen fibers that make up the extracellular matrix in cases of
dystocia.

Keywords: Biomarkers, dystocia, fetal adnexa, hypoxia, neonatology.
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1 INTRODUGAO

O interesse pela neonatologia de pequenos animais aumentou
consideravelmente na ultima década. O crescimento dos estudos na area justifica-se
pelas altas taxas de mortalidade, causando prejuizos no desenvolvimento das ragas
e impacto socioeconémico. As perdas ocorrem principalmente no periodo final da
gestacdo, durante o parto e nos primeiros sete dias de vida dos neonatos. Na
maioria dos casos, a mortalidade esta relacionada ao tipo de parto, a auséncia dos
cuidados pré-natais com a fémea, as falhas no manejo clinico e diagndstico tardio
das afecg¢des que acometem os filhotes (PEREIRA et al., 2022; SOUZA et al., 2017).

Durante a vida intrauterina, o suporte para o desenvolvimento do
concepto provém da placenta, membranas extraembrionarias e liquidos regulados
pelo organismo materno. A combinagdo dessas estruturas é responsavel pela
nutricdo, protecao e troca de substancias entre a mae e o feto, promovendo um
ambiente ideal para manutencao da gestacdo (KOWALEWSKI et al., 2021). Dessa
forma, a composicéo e integridade dos anexos sdo importantes sinalizadores de
alteracdes que possam ocorrer antes e apos o nascimento, refletindo diretamente no
filhote (BOLIS et al., 2017; CANELLO et al., 2015).

Diversos parametros sido utilizados para avaliar a saude neonatal
desde os primeiros segundos de vida de modo a determinar a qualidade da saude
na vida extrauterina, como o peso ao nascimento (MUGNIER et al., 2019) e o escore
de vitalidade neonatal — Apgar (VERONESI, 2016). O conhecimento aprofundado da
fisiologia particular dos neonatos e a identificagao precoce do paciente de risco sdo
0 caminho para minimizar os Obitos nas duas primeiras semanas de vida. A
fragilidade do recém-nascido € decorrente da complexidade dos eventos que se
sucedem apods o nascimento, momento este denominado de transigao feto-neonatal
(LUCIO; SILVA; VANNUCCHI, 2019).

Durante a gestacdo, a placenta € responsavel pelo transporte e
metabolizagcdo de todos os nutrientes, gases e liquidos de acordo com a demanda
de cada etapa do crescimento. Em condigdes adversas, pode ocorrer falha na troca
materno-fetal, denominado de insuficiéncia placentaria, e prejudicar o
desenvolvimento fetal (BROLIO et al., 2010). No parto, a fungdo dos anexos fetais se
encerra, ocorre a ruptura das membranas e descolamento placentario do

endométrio, desencadeado por diversos mecanismos hormonais fisioldgicos. Este
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momento €& crucial, pois o tempo de duragado, qualidade e tipo de parto implicara
diretamente na transi¢ao feto-neonatal (VANNUCCHI et al., 2012).

A descricdo das caracteristicas morfoldégicas e histolégicas da
placenta de caes nascidos por partos normais e cesareas eletivas foi realizada por
Sarli e colaboradores (2021) e Tesi e colaboradores (2021), com o intuito de
destacar as anormalidades mais comuns encontradas em partos ndo complicados,
foi observado que a presencga de focos extensos de necrose estavam relacionados
ao mau prognéstico da saude neonatal.

A composicdo bioquimica do liquido amnidtico (LA) e alantoideano
também foi descrita sob as mesmas condi¢des. Diferengas entre a composicao de
cada liquido e na concentragdo de glicose, lactato e creatinina foram encontradas
entre neonatos saudaveis e doentes até os sete dias de vida (BOLIS et al., 2017,
2018; FUSI et al., 2022; GROPPETTI et al., 2015; VERONESI et al., 2018).

Estes ensaios se demonstram promissores para a clinica da
neonatologia canina e predi¢cdo de riscos aos neonatos. A escolha da placenta e do
LA, em especial, como biomarcadores € baseada na complexidade de sua estrutura
e na variagao da composicao ao longo da gestacao (BOLIS et al., 2018; FUSI et al.,
2021; VERONESI et al., 2020). Estudo mais recente de Riva e colaboradores (2023)
demonstrou a presenca de marcadores no LA para determinagdo da maturidade
neonatal em cesareas eletivas e obtiveram resultados positivos quanto a
concentracdo de lecitina, esfingomielina, proteina A surfactante, cortisol e
pentraxina-3.

Dessa forma, existe muito a ser explorado a respeito dos
componentes envolvidos no desenvolvimento fetal e na saude de neonatos caninos,
além de descrever as caracteristicas destas estruturas em diferentes condicées de
parto. Frente a isso, o objetivo deste estudo foi investigar as caracteristicas
bioquimicas do liquido amnidtico e correlacionar com a histologia placentaria em
cesareas emergenciais e eletivas em cadelas, visando identificar potenciais
marcadores precoces de viabilidade neonatal para aprimorar o manejo e minimizar a

mortalidade neonatal.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO E PLACENTAGAO NA ESPECIE CANINA

O céo (Canis familiaris, Linnaeus 1758) € um mamifero carnivoro da
familia dos canideos, conhecido por ser o animal mais antigo domesticado pelo ser
humano (DINETS, 2015). A fémea canina é monoéstrica, preferencialmente nao-
sazonal, com ciclo estral longo devido ao tempo prolongado de anestro obrigatorio
em comparacao as outras espécies. O periodo fértil das cadelas se inicia apds o
pico do hormdnio luteinizante (LH) e liberagdo do odcito imaturo. Em geral, em 24 a
48 horas, ocorre a maturagdo oocitaria, tornando-o apto para que ocorra a
fecundacgao. A gestacao se desenvolvera por um periodo de 65 %1 dias, apds o pico
de LH, durante a fase de diestro (CONCANNON, 2011).

No momento de receptividade sexual, a cadela permitira a cépula e,
neste momento, inicia-se o processo de fecundagao do odcito pelo espermatozoide
(CONCANNON, 2011). Ainda na porcéao distal da tuba uterina, o zigoto passa por
sucessivas divisdes mitoticas repetitivas até o estagio de moérula. Posteriormente, as
células comegam a se diferenciar e, agora como blastocisto, adentram nos cornos
uterinos, realizando a migragcéo para distribuicdo equilibrada dos embrides pelos
cornos uterinos (PRETZER, 2008).

No periodo inicial, o embrido consiste em uma esfera composta pelo
trofoectoderma, a massa celular interna (MCIl) e a cavidade blastocistica, ainda
envolvidos pela zona pelucida. A partir do 12° dia da gestagao, ocorre a implantagéo
ao endométrio, promovendo a placentacido e formacdo de novas membranas e
cavidades (VEJLSTED, 2012). O trofoectoderma recebe o nome de trofoblasto,
tecido capaz de proliferar e penetrar no endométrio para dar origem a placenta e ao
corion. Enquanto os demais anexos — amnio, saco vitelino, alantoide e cordao
umbilical — sdo derivados da MCI (REYNAUD et al., 2006).

A implantagdo do embrido ao endométrio € concluida até os 18-20
dias de gestacado (REYNAUD et al., 2006). Anterior a isso, o suporte nutricional para
o desenvolvimento embrionario € proveniente dos liquidos presentes no lumen
uterino. Uma vez que a demanda energética e metabdlica aumenta com a evolugao
da gestagéao, a placenta é originada para dar o aporte necessario para o crescimento
fetal (BROLIO et al., 2010).
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Neste momento, a placenta torna-se o centro da unidade bioldgica
materno-fetal, sendo um 6érgdo de alta complexidade estrutural e funcional. O
processo de placentagdo esta diretamente relacionado a formagao das membranas
extraembrionarias, representadas pelo corio, alantoide, amnio e saco vitelino. De
forma transitoria, estas estruturas exercem diversas funcgdes, incluindo a nutrigao,
transporte de gases, protegao imunoldégica e fisica e remogao dos residuos ao longo
da gestacgao (VEJLSTED, 2012).

Os animais viviparos possuem variagao entre o tipo de suas
placentas. Nas cadelas, € denominada placenta corioalantoide, devido aos tecidos
responsaveis pela sua formagao, e zonaria anular, organizada como uma ampla
faixa ao redor do eixo longitudinal do embrido. Em sua morfologia geral, existem trés
zonas distintas: a cinta placentaria, os hematomas marginais e a membrana
corioalantoide (ARALLA et al., 2013; FURUKAWA; KURODA; SUGIYAMA, 2014;
MIGLINO et al., 2006), como representado na Figura 1.

Quanto ao numero de camadas que separam a circulagdo materna
da fetal, é caracterizada como endoteliocorial, pois o epitélio endometrial € perdido e
o tecido conjuntivo é invadido durante a placentacdo, permitindo o contato entre o
trofoblasto e o endotélio vascular materno. Essa comunicagdo entre os vasos é
disposta em forma de lamelas, redes complexas de projecdes, promovendo um
mecanismo de contracorrente entre o0 sangue materno e fetal (ARALLA et al., 2013;
FURUKAWA; KURODA; SUGIYAMA, 2014; MIGLINO et al., 2006).

Na periferia da cinta placentaria, encontram-se os hematomas
marginais, também denominados de 6rgao hemdfago, os quais sao responsaveis por
armazenar o sangue extravasado dos capilares maternos e manter reservas de ferro
para o desenvolvimento fetal. Nas cadelas, possui coloracdo esverdeada devido ao
metabolismo da hemoglobina (ENDERS; CARTER, 2012).

2.1.1 Membrana Placentaria

A troca de substancias entre a mae e o concepto € mediada pela
membrana placentaria, com influéncia direta das camadas que a compdem, além do
gradiente de concentracdo das substancias e da presenga de mecanismos de
transporte ativo (BROLIO et al., 2010). O cérion faz parte da contribuicdo fetal para

formacao da placenta, seu epitélio constitui o trofoblasto, composto por células do
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citotrofoblasto e sinciciotrofoblasto. A zona de transferéncia, ou labirinto placentario,
é formado por lamelas, nas quais o trofoblasto envolve os vasos maternos, sem
lesar o endotélio, formando densos aglomerados ao seu redor (KOWALEWSKI et al.,
2021).

A atividade placentaria € correspondente a progressao do
desenvolvimento fetal. A partir dos 45 dias de gestagdao até o momento do parto,
ocorre 0o aumento da complexidade de organizagdo das lamelas, bem como, da
densidade capilar devido ao aumento da demanda nutricional e expanséo do feto
(KOWALEWSKI et al.,, 2021). Dessa forma, o transporte pela membrana tera
influéncia da fase da gestacdo, do metabolismo materno e fetal (BROLIO et al.,
2010)

A placenta promove a regulagdo de entrega das substancias,
envolvendo mecanismos como difusdo simples (oxigénio, gas carbdnico e agua),
difusdo facilitada (glicose, aminoacidos), transporte ativo (bombas de sddio, potassio
e calcio), pinocitose e fagocitose. As moléculas de maior tamanho, que n&o
atravessam a membrana, sdo metabolizadas pela placenta para tornar possivel a
entrega ao feto (ARALLA et al., 2012). Apesar de ser uma membrana relativamente
permeavel, nos carnivoros, a transferéncia de imunoglobulinas é infima ou quase
nula (DALL’ARA et al., 2015).

Os metabdlitos e liquidos provenientes do sangue materno, que
atravessam a placenta, sdo entregues ao feto para suprir as necessidades basais
durante o desenvolvimento. Sabe-se que os demais envoltérios fetais também
possuem papel importante na transferéncia e reabsorcdo desses compostos. Em
sintese, o fluxo placentario determinara o volume do LA e a presenga de
aquaporinas nas membranas extraembrionarios ira controlar a composi¢cao dos
fluidos nas diferentes fases da gestagdo, mantendo a homeostase (ARALLA et al.,
2012).

2.1.2 Membranas extraembrionarias

Além da placenta, outras estruturas estdo presentes para a
manutengao e progressao do crescimento fetal (Figura 1).
O amnio € uma membrana delgada de origem ectodérmica,

avascular, esta intimamente situada ao redor do embrido. No seu interior, esta
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armazenado o liquido amnidtico, proveniente da atividade secretéria propria do
amnio, plasma materno, secre¢des oronasais e urina fetal (ARALLA et al., 2013;
MIGLINO et al., 2006). Possui coloragdo esbranquigada, aspecto translucido e
consisténcia viscosa. O volume do liquido amni6tico pode variar entre 8 e 30ml
(TONIOLLO; VICENTE, 2003; UNDERWOOD; GILBERT; SHERMAN, 2005).

O alantoide € uma membrana altamente vascularizada que circunda
completamente o amnio e é responsavel pelo armazenamento das excretas e
manutengdo da homeostase do ambiente fetal (MIGLINO et al., 2006). Possui
coloragdo amarelo-escuro a esverdeada, aspecto transparente e consisténcia
aquosa. Seu volume é alterado ao longo da gestagao, pois aumenta conforme o
metabolismo fetal, podendo variar entre 10 e 50ml no momento do parto
(TONIOLLO; VICENTE, 2003).

Sao diversas as fungdes dos liquidos fetais durante a gestagao e no
momento do parto. Entre elas, esta a formacao de uma barreira fisica para protegao
do feto contra traumas, desidratacdo e variacbes de temperatura, ainda auxilia na
manutencdo da pressdo osmotica e armazena as substancias expelidas pelo feto
(ARALLA et al., 2012; UNDERWOOD; GILBERT; SHERMAN, 2005). A presenga dos
liquidos permite o crescimento e movimentagao do feto sem que haja prejuizo para o
utero ou aderéncia das membranas a superficie tegumentar fetal. No momento do
parto, além de auxiliar na adogao da posi¢ao eutdcica, possuem papel crucial para a
dilatacdo da cérvix, canal vaginal e vulva e aumentam a lubrificacdo da via de
passagem (CONCANNON, 1986; UNDERWOOD; GILBERT; SHERMAN, 2005).

O saco vitelino, por sua vez, situa-se ao redor do corddo umbilical e
é formado por duas camadas de células epiteliais e uma de células mesenquimais
com grande quantidade de vacuolos, mitocdndrias bem desenvolvidas e um extenso
complexo de Golgi, além de ser altamente vascularizado (LEE et al., 1983; MIGLINO
et al.,, 2006). No inicio da gestagdo, possui papel temporario na formagao
placentaria, caracterizando uma placenta coriovitelina até o desenvolvimento e fusao
do alantoide ao cérion (VEJLSTED, 2012). Uma caracteristica importante desta
estrutura nos carnivoros é a sua persisténcia até o fim da gestacao,
desempenhando sua principal funcdo de sintese e transporte das proteinas
necessarias para o desenvolvimento embrionario. Também esta envolvido na
hematopoiese e transferéncias de substancias entre a mae e o feto (CARTER;
ENDERS, 2016; LEE et al., 1983).
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Diante das caracteristicas morfoldgicas e funcionais das diversas
estruturas que compdem o nucleo de desenvolvimento fetal intrauterino, é possivel
afirmar a importancia do bom funcionamento e sincronia entre os envolvidos para a

progressao da gestagédo, com o objetivo de formar filhotes integros e maduros.
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Figura 1. Representacdo dos anexos fetais e sua disposi¢cdo ao redor do feto da

cadela.

Legenda: (A) Feto a termo no interior das membranas extraembrionarias envolto
pela cinta placentaria de caracteristica zonaria anular. (B) Exposi¢ao da face fetal da
placenta com destaque para o corddo umbilical com ramificacdo dos vasos para o
interior do labirinto placentario. 1: Face materna da placenta zonaria anular
impregnada pela uteroverdina; 2: Membrana corioalantoide preenchida por liquido
amarronzado e translucido (liquido alantoideano); 3: Membrana amnidtica,
internamente mais préxima do feto, preenchida por liquido esbranquicado e
ligeiramente turvo (liquido amnidtico); 4: Cordao umbilical formando a conexao do
feto a placenta; 5: Placenta em corte transversal com destaque para face fetal; 6:
Hematoma marginal; 7: Labirinto placentario; 8: Membranas extraembrionarias —

colabamento do corioalantoide ao dmnio.

Fonte: Acervo pessoal, 2022.
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2.2 NEONATOLOGIA DE PEQUENOS ANIMAIS

Na vida intrauterina, a saude do neonato esta diretamente associada
a saude materna. Por isso, o cuidado pré-natal € o passo inicial para garantir que
haja uma boa gestacédo e desenvolvimento ideal dos filhotes. Deve haver a escolha
correta dos reprodutores, controle parasitario e vacinal, boa nutrigdo, controle do
ambiente e acompanhamento gestacional adequado para que seja garantido o bom
estado geral dos filhotes ao nascimento (JOHNSON, 2008; JOHNSTON et al., 2001).

Contudo, sabe-se que nem todas as cadelas que se tornam
gestantes possuem acesso a estes cuidados e, mesmo que haja o
acompanhamento adequado, ainda existem outros fatores que podem prejudicar a
viabilidade ao nascimento. Incluso nesta discusséo, pode-se listar algumas
condigdes como o tipo de parto (SILVA et al., 2009), tamanho da ninhada (BORGE
et al., 2011), defeitos congénitos, uso de medicamentos durante a gestacao,
doencas infectocontagiosas e doencgas cronicas (UCHANSKA et al., 2022). Ou seja,
todos os fatores que envolvem o desenvolvimento gestacional na cadela séo
refletidos na saude do feto, devido a estreita relacdo entre ambos os organismos.

Ao final de todos os processos de desenvolvimento embrionario e
fetal que ocorrem durante a gestacao, inicia-se o parto. Nesse momento, o feto é
liberado dos anexos que promoveram todo o suporte na vida intrauterina e
atravessam etapas complexas de amadurecimento de todos os sistemas,
denominado de transigéo feto-neonatal (VANNUCCHI et al., 2012)

A adaptacdo ao meio externo deve ocorrer mais rapidamente no
sistema respiratério e cardiovascular, pois o suprimento de oxigénio placentario &
interrompido. A liberacdo de corticosteroides no momento do parto estimula a
producao de surfactantes e maturagao dos pulmdes, concomitantemente, o estimulo
provocado pela diminuicdo da concentragdo de oxigénio circulante promove o
fechamento do ducto arterioso e dilatagdo dos vasos pulmonares, encerrando a
circulacdo do corddo umbilical. Neste momento, o sistema cardiorrespiratorio
neonatal passa a ser o responsavel pela manutencéo das fungdes vitais, sem auxilio
da placenta (RICKARD, 2011; VANNUCCHI et al., 2012).

Os demais sistemas também sofrem processos adaptativos que
requerem maior tempo de vida e sao controlados por diversos mecanismos. Entre

eles, podemos destacar a termorregulagao, sistema imunoldgico, sistema urogenital,
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sistema digestorio e hepatico (RICKARD, 2011). O neonato que nao € capaz de
realizar essas etapas da forma correta, no tempo ideal, se torna um paciente de
risco. Por isso, é necessario que haja conhecimento a respeito da fisiologia particular
deste grupo e das adversidades que possam ter ocorrido no periodo pré e pos-natal.
Dessa forma, é importante que essas alteracbes sejam detectadas precocemente a
fim de determinar o melhor prognéstico (VERONESI, 2016).

2.2.1 Influéncia do Tipo de Parto

O trabalho de parto € o evento final de todo o processo gestacional,
no qual ha expulsdo dos filhotes e o encerramento da fungdo dos anexos fetais,
incluindo a placenta. O gatilho para o inicio da paricao esta associado ao completo
desenvolvimento fetal e a maturacdo do eixo hipéfise-adrenal-fetal, promovendo o
aumento da secregéo de cortisol pelo feto. Na placenta, a progesterona é convertida
em estrégeno e, consequentemente, ha aumento na sintese e secrecao de PGF2a
no utero. Neste momento, ocorre a lutedlise e, consequentemente, a redugao da
concentragdo sérica de progesterona e um aumento nos niveis de estrégeno e
ocitocina resultando no descolamento placentario, na dilatagdo da cérvix e no
aumento da contratilidade uterina (CONCANNON, 2000; 1986).

Ao considerar que todos esses processos se sucederdo de forma
sincronizada e sem intercorréncias, o parto € chamado de eutocia. Apos o
desencadeamento hormonal, ocorre a expulsdo dos fetos e, logo em seguida, a
placenta e anexos, de forma intercalada. Entre uma etapa e outra, a depender do
porte, raca e tamanho da ninhada, o periodo pode variar até 2 horas. A eutocia tem,
em meédia, duragdo de seis a 48 horas em cadelas (CONCANNON, 2000; LUZ;
FREITAS; PEREIRA, 2005).

Na pratica da obstetricia, partos dificultosos ou improdutivos,
chamados de distocia, sdo emergéncias comuns e podem acontecer por inumeros
fatores. Estes fatores sdo classificados em maternos e/ou fetais, dependendo da
origem da complicagdo. As distocias de origem materna tém como causa mais
comum a inércia uterina primaria, seguido pela inércia uterina secundaria,
predisposicao racial e conformacao da pelve, deformidades anatbmicas, idade e
escore corporal, traumas e inflamagbes (vaginites, vulvovaginites, placentites). As

distocias de origem fetal podem ter como causa a estatica fetal anémala,



278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305
306

307

308
309

24

desenvolvimento fetal anormal e/ou auséncia do desencadeamento do parto
(sindrome do filhote unico, deficiéncia na produgcdo do hormdnio adrenocorticotrofico
[ACTH] e cortisol) (LUZ; FREITAS; PEREIRA, 2005; RUNCAN; SILVA, 2018).

A duracado do parto e o tempo até a intervencdo médica implicam
diretamente nas taxas de mortalidade dos neonatos. Devido a isso, € de extrema
importancia o diagndstico correto e tratamento adequado, em tempo habil, para que
os riscos sejam minimizados (CORNELIUS et al., 2019). Em razdo do descolamento
placentario, a sustentagdo do organismo fetal pela circulagdo materna é encerrada.
A partir deste momento, o neonato deve completar a transicdo e adaptar seu
metabolismo de forma individual, principalmente, a funcdo cardiorrespiratoria. Na
auséncia do parto, € desencadeado o quadro de hipdxia e, posteriormente, pode
ocorrer a morte fetal caso ndo haja intervengéo, ou seja, a cesarea de emergéncia
(VANNUCCHI et al., 2012).

Atualmente, o acompanhamento gestacional e o planejamento do
parto foram adaptados para a medicina veterinaria. Alguns fatores relacionados as
distocias, como a raga, conformacgao da pelve, idade e escore corporal, sdo levados
em consideracdo quando o diagnoéstico da gestacédo é realizado. Sendo assim, é
possivel predizer o momento do parto e intervir de forma precoce naquelas cadelas
que apresentam predisposicdo. Este procedimento é nomeado de cesarea eletiva
(RUNCAN; SILVA, 2018).

Em relagdo a viabilidade neonatal, existem diferengas entre os
diferentes tipos de parto. Sabe-se que filhotes nascidos de eutocias tendem a
apresentar maior viabilidade e atividade ao nascimento quando comparados aos
nascidos por cesareas (VERONESI, 2016). Esse fato esta relacionado,
principalmente, a auséncia da depressao causada pelos anestésicos durante as
cesareas, sejam elas emergenciais ou eletivas. Contudo, as taxas de mortalidade
neonatal sdo maiores nos casos emergenciais, em sua maioria, causados pelo
tempo prolongado de hipdxia, desequilibrio acido-base, déficits no clearance

pulmonar e hipotermia (MILA et al., 2017).

2.2.2 Exames Preditivos da Viabilidade Neonatal

Na medicina humana, sdo empregados diversos exames pré-natais

e pos-natal imediato a fim de determinar a saude do neonato e a presencga de
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310 anormalidades no periodo gestacional. Enquanto isso, a medicina veterinaria ainda
311  possui poucos métodos eficazes para definir a viabilidade fetal e neonatal. A
312 auséncia de informag&o para que haja atencdo e cuidados especiais na presenga
313 destas alteragdes sao parte do problema das altas taxas de mortalidade deste grupo
314 (SOUZA et al., 2017).

315 Atualmente, o pardmetro mais fidedigno para determinar a
316  viabilidade neonatal nos primeiros cinco minutos de vida é o escore Apgar adaptado
317 (FUSI et al., 2020; MILA et al.,, 2017). Este exame consiste na avaliacdo e
318 classificacdo dos parametros vitais imediatamente apés o nascimento, sdo estes:
319 coloragdo de mucosas, frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria, irritabilidade
320 reflexa e tonus muscular. De acordo com escore de cada neonato (Tabela 1),
321 determina-se o grupo de risco ao qual ele pertence (10 — 7: estavel, 7 — 4.
322 moderado, 4 — 0: grave), e sado procedidas as intervencdes necessarias de
323 reanimacao (VERONESI, 2016).

324 Tabela 1. Escore Apgar para avaliagédo da viabilidade de neonatos caninos.

Escore
Paréametro 0 1 2
Coloracgao de Mucosa Ciandtica Palida Résea
Frequéncia Cardiaca <180 bpm 180 -220 bpm > 220 bpm
Irritabilidade Reflexa Ausente Algum movimento Hiperativo
Tédnus Muscular Flacidez Alguma flexao Flexao

Irregular Regular e Vocalizacéo

Esforco Respiratorio Ausente
(FR <15 mpm) (FR> 15 mpm)

325 Legenda: FR = Frequéncia respiratéria, bpm = batimentos por minutos, mpm =
326 movimentos por minuto. Adaptado de Veronesi, 2016.

327 Ainda de forma precoce, é possivel classificar o neonato de risco a
328 partir do seu peso ao nascimento. Filhotes nascidos com baixo peso possuem taxas
329 de mortalidade maiores quando comparados aos classificados como normais, dentro
330 das caracteristicas raciais. Sabe-se que ninhadas maiores possuem o maior risco de
331 ocasionar o baixo peso ao nascimento, indicando que este € um fator que afeta o
332 desenvolvimento intrauterino e a capacidade de adaptacdo a vida extrauterina

333 (MUGNIER et al., 2020). Juntamente, pode-se destacar a importancia da avaliagao
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hematoldgica, bioquimica e hemogasométrica com o intuito de caracterizar o status
metabdlico do paciente, principalmente, os nascidos de distocias e/ou de fémeas
definidas como grupo de risco: obesas, jovens, idosas, doentes cronicos (LUCIO;
SILVA; VANNUCCHI, 2019; REYES-SOTELO et al., 2022).

Visando ampliar as opgdes de exames complementares, existem
estudos acerca da normalidade e alteragdes presentes nos anexos e liquidos fetais.
A associagao das caracteristicas morfolégicas e da composigao destas estruturas a
ocorréncia de doencas e mortalidade dos recém-nascidos possui atencado até
mesmo em estudos mais antigos. Como, por exemplo, em humanos, nos quais era
observado que uma placenta pequena estava relacionada a ocorréncia de
natimortalidade (MARTINS, 1986). Muito se questionou sobre a finalidade dos
anexos fetais e foram descobertas analises para monitoragdo da saude fetal
intrauterina. A avaliacao dos fluidos fetais e placentologia sdo parametros passiveis
de avaliagado para determinar, por exemplo, o sexo fetal, determinar a maturidade
fetal, diagnosticar gestacbes de alto risco, presenga de infecgbes, doencgas
congénitas e anomalias cromossbmicas (ALFIREVIC; NAVARATNAM,;
MUJEZINOVIC, 2017; WEIDA et al., 2015).

Na medicina veterinaria, muito se estuda sobre o desenvolvimento
gestacional, caracteristicas placentarias e das demais membranas extraembrionarias
de acordo com a particularidade de cada espécie. Nos carnivoros, principalmente
caes e gatos, foram realizadas descobertas a respeito da membrana placentaria
(BROLIO et al., 2010), morfologia dos anexos (MIGLINO et al., 2006) e composi¢cao
do LA e alantoideano (MILLER et al., 2020; VERONESI et al., 2018), porém, ainda
existe um universo de informacdes a serem descritas e aplicadas para diferentes
grupos em diferentes condi¢cées de nascimento.

Em associagdo aos testes mais utilizados na rotina, Antonczyk e
colaboradores (2021) encontraram correlagao positiva entre o escore Apgar, valores
de pH e base em excesso, por meio da hemogasometria do sangue proveniente do
corddo umbilical. Outro recente estudo demonstrou que o0s caninos que
apresentavam baixo peso ao nascimento possuiam diminuigdo no tamanho e peso
de suas placentas quando comparados aos neonatos dentro do peso esperado
(TESI et al., 2020).

A escolha dos envoltdrios e liquidos fetais como marcadores da

saude fetal e neonatal se faz muito pratica visto que sdo materiais destinados ao
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descarte logo ap6s o parto, portanto, torna a analise minimamente invasiva (MILLER
et al., 2020). Atualmente, estudos demonstram facilidade na colheita do LA por meio
de amniocentese e no momento da cesarea, sem que haja influéncia no processo de
reanimacao neonatal, para realizacdo de testes clinicos de rotina, como a analise
bioquimica (BIGLIARDI et al., 2022; BOLIS et al., 2018; FUSI et al.,, 2022;
GROPPETTI et al., 2015; TAL et al., 2022; VERONESI et al., 2018).

Outra vantagem é a recuperagao e processamento da placenta,
também no momento do parto, uma vez que sua funcdo foi encerrada. Como
demonstrado por Tesi e colaboradores (2020) ao correlacionar as caracteristicas
morfométricas da placenta com o peso ao nascimento dos neonatos.

A descricao das caracteristicas macroscopicas e microscépicas dos
anexos fetais, em diferentes estagios da gestagéo, se faz relevante para realizagéo
de estudos de marcadores e moléculas importantes no periodo gestacional: a partir
da evolugcdo da placentagdo em periodos gestacionais distintos (MIGLINO et al.,
2006) até a caracterizagdo das diferengas morfoldégicas da placenta em partos
eutécicos e distocicos (COSTA et al., 2015), assim como no que tange aos achados
histologicos, e a correlagdo com a mortalidade neonatal nos primeiros sete dias de
vida (SARLI et al., 2021; TESI et al., 2021).

Determinar as caracteristicas histopatolégicas da placenta se faz
extremamente importante para produzir informacdes a respeito da funcionalidade e
capacidade de autorregulagédo deste érgéo. A disposicéo das fibras de colageno e a
arquitetura da matriz extracelular na placenta sao parametros capazes de determinar
o arranjo estrutural e a presenga, ou nao, de fibrose (ORTEGA et al., 2018). A
coloragao de Picrosirius-Hematoxilina € utilizada para destacar a presenca de fibras
colagenas espessas e delgadas a partir da birrefringéncia dos feixes sob luz
polarizada (LATTOUF et al., 2014). Na pratica, o método foi eficaz em determinar as
areas de fibrose na placenta de éguas (SILVA et al., 2022) e descrever a disposi¢cao
das fibras colagenas em placentas que sofreram lesdes por hipéxia em mulheres
com disturbios circulatérios (ORTEGA et al., 2018) correlacionando com o baixo
peso dos recém-nascidos.

Quanto a avaliacao dos liquidos fetais, os estudos tém permitido nao
apenas gerar dados a respeito da composi¢cao normal do LA e alantoideano, mas
também acerca de sua aplicacdo como marcadores de maturidade fetal. Barreto e

colaboradores (2011 & 2012) relataram que é possivel a utilizagdo do teste de
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Clements modificado e a densitometria Optica para determinagcdo da maturidade
pulmonar por meio da detec¢cdo da presenga de surfactante no LA, além da
identificacdo de proteinas de baixo peso molecular para determinacdo da
maturidade renal de neonatos caninos. Outra possibilidade, recentemente descrita, é
a mensuracdo dos marcadores de maturidade neonatal no LA - leciting,
esfingomielina, proteina A surfactante, cortisol e pentraxina-3 —, permitindo que a
determinacdo do neonato prematuro seja feita de forma precoce, minimizando as
taxas de mortalidade (RIVA et al., 2023).

A investigagdo da composi¢gdo bioquimica do LA mostrou-se
promissora na deteccdo de neonatos de risco nascidos por cesareas eletivas.
Evidenciando diferenga, principalmente, nas concentracbes de lactato, glicose e
cortisol (BOLIS et al., 2018; FUSI et al., 2022; GROPPETTI et al., 2015; VERONESI
et al., 2018). Contudo, ndo ha descricdo de estudos realizados com a avaliagao do
LA de neonatos nascidos de cesareas emergenciais.

Dessa forma, surge a possibilidade de novas pesquisas para ampliar
e correlacionar diferentes variaveis em situacdes de parto e viabilidade neonatal
distintas a fim de agregar dados a literatura que sejam passiveis de aplicagcao para

minimizar a ocorréncia de mortalidade dos recém-nascidos.
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4 HIPOTESES

A composigdo bioquimica do liquido amnidtico, as lesdes
placentarias e a viabilidade apds 24 horas de nascimento diferem entre neonatos
caninos oriundos de cesareas eletivas e emergenciais.

A analise bioquimica do liquido amniético e histolégica da placenta

em cesareas caninas sao parametros para determinagao da viabilidade neonatal.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as caracteristicas bioquimicas do liquido amnidtico e
histopatoldgicas da placenta de cédes para comparagao dos resultados de neonatos
nascidos por cesareas eletivas e emergenciais, a fim de associar os achados a

viabilidade neonatal nas primeiras 24 horas de vida.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Classificar o escore Apgar dos neonatos caninos nascidos de cesareas
eletivas e emergenciais, vivos ou mortos em até 24 horas;

2. Caracterizar os parametros bioquimicos do liquido amniético de neonatos
caninos provenientes de cesareas eletivas e emergenciais, vivos ou mortos

em até 24 horas;

3. Caracterizar os aspectos histopatolégicos da placenta de neonatos caninos
provenientes de cesareas eletivas e emergenciais, vivos ou mortos em até 24

horas;

4. Correlacionar os resultados das analises do liquido amniético, achados
histopatolégicos da placenta e escore Apgar de neonatos provenientes de

cesareas eletivas e emergenciais, vivos ou mortos em até 24 horas;

5. Descrever a caracteristica da disposicao das fibras de colageno identificadas
pelo método de coloracdo Picrosirius-Hematoxilina nas placentas
provenientes de cesareas eletivas e emergenciais, vivos ou mortos em até 24

horas.
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ARTIGO - EMERGENCY CESAREAN SECTION IN DOGS: USEFULNESS OF
AMNIOTIC FLUID BIOCHEMICAL PARAMETERS AND PLACENTAL
MORPHOLOGY AS INDICATORS OF NEONATAL

Revista para submissdo: Theriogenology - An International Journal of Animal
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Fator de impacto: 2021: 2.923 © Clarivate Analytics Journal Citation Reports 2022.
Classificacdo CAPES (2017-2020): A1

Obs: Ainda é necessaria traducao.

Emergency Cesarean Section in Dogs: Usefulness Of Amniotic Fluid

Biochemical Parameters And Placental Morphology As Indicators Of Neonatal
RESUMO

Nos ultimos anos, atencdo especial vem sendo dada a analise dos fluidos
embrionarios e para histopatologia da placenta na busca de possiveis parametros
que possam ser utilizados como indicadores da qualidade reprodutiva materna,
viabilidade embrionaria, saude fetal e neonatal. A saide do recém-nascido é reflexo
do bom funcionamento dos anexos extraembrionarios e das relagées com os tecidos
maternos, portanto, avaliar esses componentes se mostra promissor para deteccao
precoce de neonatos de risco. Este estudo teve como objetivo detectar as
caracteristicas bioquimicas do liquido amnidtico e histopatoloégicas da placenta para
comparagao entre neonatos caninos nascidos por dois tipos de cesarea, a fim de
associar os achados a viabilidade neonatal nas primeiras 24 horas de vida. Ao todo,
38 neonatos, provenientes de cesareas eletivas (CEL, n=19) e emergenciais (CEM,
n=19) foram selecionados. O escore Apgar foi utilizado como protocolo padrao de
determinacdo da viabilidade no pds-parto imediato. O liquido amnidtico foi colhido
para analise da concentracdo de seus componentes bioquimicos (alanina
aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), creatinina, ureia, proteinas totais
(PT), albumina, bilirrubinas totais e direta, lactato, glicose, potassio, cloretos, calcio e
sbédio), enquanto a placenta foi submetida a processamento histopatoldgico para
descricao das lesbes no labirinto placentario (necrose, hemorragia, infiltrado
inflamatério e calcificagdo) e identificagcdo da disposicédo de fibras de colageno,
utilizando as técnicas de hematoxilina-eosina e Picrosirius. Observou-se aumento da
atividade de FA (p=0,035), concentragdo de lactato (p<0,001), potassio (p=0,031) e
bilirrubina direta (p=0,039) e diminuicao dos cloretos (p<0,001) no LA de neonatos
do grupo CEM. A comparagédo entre os grupos nao evidenciou diferengas entre a
presenca e extensdao das lesbes na placenta, contudo, de forma subijetiva, foi
observada diferenga na disposicdo das fibras de colageno no arcabougo das
placentas. As lesbes mais frequentes foram necrose e hemorragia. A comparagao
entre os achados do liquido amnidtico e histopatolégico evidenciou correlagéo
negativa (r=-0.609, p=0,003) entre a concentracdo de glicose e a presenca de
necrose no labirinto placentario. A partir dos resultados foi possivel observar que a
composi¢ao do liquido amniético sofre alteragdes por influéncia do tipo de cesarea,
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possivelmente, causadas pela hipéxia prolongada nos casos de distocia refletindo o
status metabolico do neonato. Nas condi¢cbes do experimento, ndo foram
encontradas correlagbes entre as caracteristicas histopatoldgicas da placenta com a
viabilidade dos neonatos, mas nota-se variagdes na disposi¢céo das fibras colagenas
componentes da matriz extracelular. Dessa forma, destaca-se a atividade de FA e
as concentragao de lactato, potassio e cloretos no LA como marcadores da saude
neonatal em cesareas emergenciais e, em contrapartida, a histopatologia placentaria
mostrou-se um importante exame indicativo da saude reprodutiva materna,
assumindo papel na redugéo do impacto da mortalidade neonatal em caes.

Palavras-chave: Anexos fetais, bioquimica, colageno, hipoxia, histopatologia.
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1. INTRODUGAO

A neonatologia de pequenos animais evoluiu na ultima década
visando minimizar as taxas de mortalidade dos recém-nascidos. |dentificar a possivel
razao das perdas na ninhada € essencial para implementacdo de métodos
preventivos. As principais causas estdo relacionadas a gestacdo, com destaque a
insuficiéncia placentaria e doencgas infectocontagiosas, ao processo do parto (parto
prolongado, distocias) e ao periodo pds-nascimento (filhotes orfaos, traumas, mas
formacgdes) [1].

Durante a vida intrauterina, o concepto possui suporte para seu
desenvolvimento provindo da placenta, membranas extraembrionarias e liquidos
regulados pelo organismo materno. Ao decorrer da gestagdo, as substancias
carreadas pela circulagdo materna até a placenta atingem os compartimentos fetais,
sdo metabolizados e, posteriormente, compdem os liquidos fetais [2].

O liquido amnidtico (LA) € composto por secre¢des produzidas pelo
feto oriundas do sistema digestério, respiratério e urinario, transporte
transmembrana de agua e eletrélitos, além de células epiteliais provenientes do feto,
suas caracteristicas bioquimicas se assemelham ao plasma fetal [3]. Enquanto o
liquido alantoideano sofre influéncia do plasma materno e, supostamente, também é
formado pela urina fetal e metabdlitos transportados do LA pelos canais das
membranas alantoide e amnidtica [3,4]. Dessa forma, a composigéo e integridade
dos anexos atuam como sinalizadores de alteragdes, refletindo o status do
metabolismo placentario e fetal [5].

No momento do parto, a circulagcéo placentaria se encerra e ocorre a
ruptura das membranas, desencadeada por diversos mecanismos hormonais
fisiologicos. Este momento é crucial, pois o tempo de duragdo, qualidade e tipo de
parto implicara diretamente na transicao feto-neonatal [6]. Nas distocias, o periodo
de hipoxia € prolongado, acarretando desequilibrio acido-base, déficits no clearence
pulmonar e hipotermia. Portanto, é de extrema importancia o diagndstico correto do
paciente de risco e tratamento adequado, em tempo habil, para que os danos sejam
minimizados [7].

Sarli e colaboradores [8] e Tesi e colaboradores [9] utilizam a
andlise das caracteristicas macroscopicas e histopatolégicas da placenta de

neonatos a termo como uma via para deteccao de lesbes que possam atuar como
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marcadores da saude neonatal. Ademais, a composi¢cao bioquimica do LA também
ja se mostrou promissora na detecgdo de neonatos de risco nascidos por cesareas
eletivas, evidenciando diferencga, principalmente, nas concentracbes de lactato,
glicose e cortisol [10-12]. Contudo, ndo ha descrigdo de estudos com a avaliagao do
LA e histopatologia da placenta de neonatos nascidos de cesareas emergenciais.

O objetivo deste estudo foi investigar a composigao bioquimica do
liguido amniotico e correlacionar com a histopatologia placentaria em cesareas
emergenciais e eletivas de cadelas, visando identificar potenciais marcadores
precoces de viabilidade neonatal para aprimorar o manejo e minimizar o impacto da

mortalidade neonatal.
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2. MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido conforme as normas do CONCEA e
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de
Londrina (Parecer n° 013.2022).

2.1. Selegao dos animais e procedimento cirurgico

No estudo foram incluidas 15 cadelas, em situacdo de parto
imediato, de diferentes ragas (um Biewer, um Bulldog francés, trés Chihuahua, um
Lhasa apso, dois Pinscher, um Pitbull, quatro sem raca definida e dois Spitz
alemao), idade (1-8 anos) e peso (1,2 — 24,2 kg) variados. Os animais foram
divididos em grupos de acordo com o tipo de cesarea: eletivas (CEL) e emergenciais
(CEM). O momento das cesareas eletivas (n=6) foi baseado no periodo gestacional,
em cadelas inseminadas artificialmente, determinado por meio da ultrassonografia
gestacional, levando em consideracdo a biometria fetal [13]. As cesareas
emergenciais (n=9) foram realizadas em cadelas atendidas no pronto-socorro
diagnosticadas em distocia devido a presenca de secre¢do vaginal esverdeada,
contragdes improdutivas acima de uma hora, intervalo entre filhotes maior que duas
horas, presenca de sofrimento fetal detectado por meio da ultrassonografia e
obstrugdo do canal vaginal [13,14]. Nao foram incluidas no estudo as cadelas que
apresentavam condicdo de morte fetal, observado pela auséncia de batimentos
cardiacos durante a ultrassonografia.

Os protocolos anestésicos foram padronizados para as cesareas dos
dois grupos. Anteriormente, foi realizada antibioticoterapia profilatica (cefazolina,
30mg/kg, IV) e oxigenioterapia. Feita a indugao por infusao de propofol (5mg/kg, 1V),
seguida pela intubacdo com sonda traqueal adequada, para manutengao utilizando
isoflurano. A histerotomia foi realizada por celiotomia pré-retro-umbilical para
exposicdo completa do utero e remogdo dos neonatos. Em seguida, as cadelas
receberam analgesia (metadona, 0,25mg/kg, 1V) para finalizagdo do procedimento

cirurgico.
2.2. Reanimacéao neonatal, colheita do liquido amnidtico e das placentas

A colheita do liquido amnidtico foi realizada pelo cirurgido, no

momento da exposigcdo de cada feto no interior do utero, anterior ao descolamento
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da placenta, a fim de evitar qualquer complicagdo. As amostras foram colhidas
separadamente com seringa de 5mL e agulha 25x7mm. O volume médio foi de 3mL
(0,5-5mL) de LA por animal. Imediatamente apds a colheita, foram enviadas para
analise. Optou-se por descartar as amostras com volume abaixo do preconizado
para analise laboratorial e aquelas com presenca de mecbnio, visto que a
contaminacao influenciaria os resultados.

Posteriormente, foi realizada remocdo das membranas fetais e
prosseguiu-se com a reanimagao neonatal, como descrito por Antohczyk e
colaboradores [15]. A viabilidade neonatal foi determinada de acordo com o escore
Apgar [16] imediatamente (TO) e cinco minutos (T5) apds o nascimento.
Determinados os niveis de estresse de acordo com a classificagdo: estavel (10-7),
moderado (6-4) e grave (3-0). Os procedimentos de reanimagédo, oxigenagédo e
intervencao medicamentosa foram realizados conforme a necessidade individual de
cada recém-nascido. Todos os neonatos foram submetidos a exame fisico geral para
pesagem, em balanga digital (SF-400, GP INOX®), e identificagdo de mas
formacdes. Para colheita das placentas, o cordao umbilical foi clampeado apos trés
minutos da saida dos filhotes do utero. A sobrevivéncia dos neonatos foi monitorada

até as 24 horas pos-parto.
2.3. Analise bioquimica do liquido amnidtico

As amostras de, no minimo, 0,5 mL foram enviadas para analise
imediata, apos centrifugagdo a 1750xg durante 10 min. Em aparelho de bioquimica
automatizado Siemens Healthineers DIMENSION EXL 200 (Siemens AG, Munique,
Alemanha) foram testados os seguintes parametros: alanina aminotransferase (ALT),
fosfatase alcalina (FA), creatinina, ureia, proteinas totais, albumina, bilirrubinas,
lactato e glicose. Para deteccédo da concentragao de cloretos, sédio e potassio foi
utilizado o sistema de gasometria RAPIDPoint® 500 (Siemens AG, Munique,
Alemanha).

2.4. Avaliagao histopatologica da placenta

As placentas foram identificadas, realizada incisdo transversal em
regido oposta a insercdo do cordao umbilical, retiradas as membranas fetais e
esticadas sobre superficie limpa. Fragmentos de 1 cm da regido oposta ao cordéo
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umbilical foram fixadas em solu¢cdo tamponada de formol 10% durante 48 horas e,
na sequéncia, transferidas para solugéo de alcool 70%, onde permaneceram até o
momento do processamento histologico. Para tanto, as amostras foram processadas
e desidratadas em concentragdes crescentes de etanol (70 a 100%), seguido de
diafanizacdo em xilol por duas horas. Em seguida, as amostras foram embebidas em
parafina histolégica e mantidas overnight dentro da estufa a 38°C. Por fim, foram
confeccionados os blocos histolégicos, os quais foram cortados em micrétomo
automatico (RM2155; Leica, Berlim, Alemanha) para obtencdo de cortes de 5 um de
espessura. A técnica de coloragcao utilizada foi hematoxilina-eosina (HE). As
amostras foram analisadas por meio da microscopia de luz e fotografadas no
dispositivo EVOSTM FL Auto Imaging (ThermoFisher Scientific, EUA).

A avaliagdo histopatologica foi realizada somente no labirinto
placentario, sendo consideradas as seguintes alteragcbes: necrose, calcificacao,
infiltrado inflamatério e hemorragia. Os focos de necrose foram caracterizados
quando havia perda de detalhes do labirinto acompanhada de detritos celulares e/ou
infiltrado de células inflamatdrias. A mineralizagao foi caracterizada pela presenca de
estruturas granulares pontilhadas basofilicas ou espiculas mineralizadas, segundo
Tesi e colaboradores [9]. Foi considerada a integridade do endotélio vascular
materno e fetal, arranjo e arquitetura dos cordbes de células do trofoblasto,
congestdo de vasos maternos e fetais, extravasamento de hemacias para o
intersticio, necrose e perda das caracteristicas celulares com substituicdo por tecido
conjuntivo e/ou calcificagao e, por fim, a presenca de células inflamatérias no interior
nos vasos ou intermeadas entre as lamelas.

As lesbes foram classificadas por escore, adaptado da descricdo de
literatura [9]: escore 0 = auséncia, escore 1 = presenca discreta em um a dois focos;
escore 2 = presenca moderada multifocal e escore 3 = presenca acentuada em
regides difusas.

2.4.1. Coloragao Picrosirius-Hematoxilina

Para descricdo das redes de colageno no labirinto placentéario e
caracterizacao do padrao de distribuicdo das fibras ao redor das lesbes, previamente
descritas na coloracao HE, foi utilizada a coloragcédo Picrosirius-Hematoxilina (Kit
Picrosirius-Hematoxilina, EP-11-20011, Erviegas, S&o Paulo, BR). Os cortes

histolégicos foram desparafinizados em xilol, hidratados em gradiente alcodlico
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decrescente e agua destilada. Inicialmente, foi instilada a solugao A (Picrosirius Red)
sobre o corte e mantido durante uma hora. Apds, os cortes foram lavados em agua
corrente durante dois minutos e corados com a solu¢do B (Hematoxilina de Carazzi)
durante 20 minutos. Por fim, foram lavados em agua corrente, desidratados em
gradiente alcodlico crescente e diafanizados em xilol para montagem com laminula.

A anadlise descritiva da disposi¢cdao e coloragdo das fibras de
colageno foi realizada em microscopia de luz com filtro polarizado (0600R Fluor,
Opticam® Microscopy Technology, Sdo Paulo, BR). As fotografias foram realizadas
no programa OPTHD (Software OPTHD, Opticam® Microscopy Technology, Sao
Paulo, BR), com padronizacédo no ajuste de cor para todas as imagens.

Todas as analises foram realizadas pelo mesmo avaliador. Foi
analisado o predominio de cores, organizagcdo e heterogeneidade das fibras em
diferentes regides do labirinto, face materna e face fetal da placenta. Levou-se em
consideragao a identificacdo das fibras de acordo com sua coloracdo sob a luz
polarizada: as fibras vermelhas e amareladas indicam a presenga de colageno do

tipo | e as fibras verdes indicam a presencga de colageno do tipo Il [17].
2.5. Analise estatistica

Todos os dados foram testados para distribuicdo normal pelo teste
de Shapiro-Wilk. Por nao apresentarem distribuicdo normal, foi realizado teste de
Mann-Whitney para comparagao do escore de lesdo do labirinto placentario e da
composi¢cao bioquimica do liquido amnidtico entre grupos (CEL x CEM) e vivos e
mortos. O teste de Spearman foi utilizado para determinar o coeficiente de
correlagdo entre: cada variavel da composi¢cdo bioquimica do liquido amnidtico e
escore Apgar para cada grupo (CEL x CEM) e entre vivos e mortos; escore de leséo
no labirinto placentéario e escore Apgar para cada grupo (CEL x CEM) e entre vivos e
mortos; cada variavel da composi¢ao do liquido amnidtico e o escore de lesdo no
labirinto placentario para cada grupo (CEL x CEM) e entre vivos e mortos. Os dados
foram analisados no programa estatistico SigmaPlot® (Version 12.0; Systat Software

Inc, San Jose, CA, USA) considerando o nivel de significancia de 5%.
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3. RESULTADOS
3.1.Achados clinicos e escore Apgar

Das 15 cadelas, seis foram submetidas a cesarea eletiva (CEL) e
nove a cesarea emergencial (CEM). Foi avaliado um total de 38 neonatos, sendo 19
do grupo CEL e 19 do grupo CEM. Ao nascimento, todos os neonatos estavam a
termo, sem mas-formagdes e com peso esperado para a raga, com excegao de um
recém-nascido, contudo houve depressido no momento imediato de parto, em ambos
os grupos (Tabela 1). A avaliagdo da viabilidade neonatal evidenciou maior
proporgao de escore Apgar com risco moderado no TO e, apds cinco minutos de
reanimacgao e oxigenioterapia, observou-se melhora significativa dos parametros e
evolugado positiva do escore Apgar da maioria dos animais (CEL = 89,5%; CEM =
73,7%).

Tabela 1. Classificagcdo dos neonatos caninos provenientes das cesareas eletivas e
emergéncias, vivos e mortos, de acordo com o escore Apgar no momento imediato

do nascimento (T0) e apds cinco minutos (T5).

CEL CEM Vivos Obitos

iscore TO T5 TO T5 TO T5 TO T5
pgar

10-7  36,8% 89,5% 36,8% 73,7%  43.8% 938% 0% 16,7%
(719)  (17/19) (7119) (14/19)  (14/32) (30/32) (0/6)  (1/6)

6-4  421% 10,5% 21,1% 211%  375% 62% 0% 66,7%
(8/19)  (2119)  (4/19) (4/19)  (12/32) (2/32) (0/6)  (4/6)

30 21,1% 0%  421%  53% 188% 0%  100% 16,7%
(4119)  (0119)  (8/19)  (1/19) (6/32) (0/32) (6/6) (1/6)

Legenda: CEL = Cesareas Eletivas; CEM = Cesareas Emergenciais. Os dados foram
expressos em porcentagem (%), seguido por n/n total.

Seis neonatos foram a o6bito nas primeiras 24 horas de vida, todos
apresentavam escore Apgar com classificagdo de risco grave (escore Apgar <3) no
TO. Apenas um, pertencente ao grupo CEM, nao respondeu a reanimacao e foi a
obito apds cinco minutos do nascimento. Do total de ébitos, um pertencia ao grupo
CEL e cinco ao grupo CEM, sendo trés da mesma ninhada e os demais de ninhadas
distintas. Ficou evidenciado, por meio de exames laboratoriais, que a causa da

mortalidade de trés filhotes da mesma ninhada estava relacionada a infeccao
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materna por erliquiose e babesiose, enquanto os demais, possivelmente, foram
causados pela hipéxia provocada pelo tempo de distocia. O ébito referente ao grupo
CEL néo foi vinculado a nenhuma causa materna ou de origem infecciosa, contudo,
0 neonato apresentava baixo peso ao nascimento.

Em relagcédo ao tempo de distocia, no grupo CEM, foi observado que
o0 periodo mais curto constava em 2 horas, enquanto o periodo mais longo de
trabalho de parto improdutivo durava 48 horas, segundo anamnese. Nao houve 6bito

de nenhuma das parturientes.
3.2.Analise do liquido amnidtico

A analise do liquido amniético foi performada em 24 dos 38
neonatos avaliados. A discrepancia na colheita das amostras se deve pela
dificuldade na técnica, volume de liquido muito baixo — principalmente, nas cesareas
emergenciais de longo tempo de distocia, e contaminagdo de amostras com
meconio.

Com relagao a colheita do material, 14 amostras foram provenientes
do grupo CEL, enquanto dez pertenciam ao grupo CEM. Os achados laboratoriais
para ambos os grupos estao descritos na Tabela 2. Foi observado efeito do tipo de
cesarea para as analises de FA (p=0,035), bilirrubina direta (p=0,039), lactato
(p<0,001), cloretos (p<0,001) e potassio (p=0,031). Enquanto, na comparacao entre
filnotes vivos e mortos em até 24 horas, observou-se diferenca somente na
concentracéo de ALT (p=0,037).

No grupo CEM, notou-se maior amplitude (max-min) nos resultados
de concentracdo dos componentes bioquimicos do liquido amnidtico quando
comparados ao grupo CEL. Nao foi observada variagdo de amplitude na
comparacao entre neonatos mortos e vivos. A concentragao de albumina no LA em
100% das amostras analisadas estava abaixo do minimo detectavel pelo aparelho.

O teste de Spearman permitiu observar a existéncia de correlagcao
positiva moderada entre as concentragbes de creatinina e potassio (r=0,567,
p=0,003), bilirrubinas totais (r=0,551; p=0,006), bilirrubina direta (r=0,629, p=0,001) e
atividade de FA (r=0,482, p=0,013). Além das concentragbes de lactato e potassio
(r=0,405, p=0,044), atividade de FA (r=0,532, p=0,005) e ALT (r=0,402, p=0,04).
Nota-se correlacdo negativa moderada entre as concentragdes de lactato de cloretos

(r=-0,571, p=0,002). Ademais, observou-se correlagdo negativa forte entre o escore
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Apgar em TO e a atividade de ALT (r=-0,650, p=0,001) e concentragao de lactato (r=-
0,456, p=0,02). Nao foi observada correlagdo com os achados do liquido e 6bitos
dos recém-nascidos, possivelmente, pelo baixo numero de amostras para
comparacgao (n=3: CEL=1; CEM=2).

Tabela 2. Composi¢cado bioquimica do liquido amniético de 24 neonatos caninos
nascidos de cesareas eletivas (n=14) e cesareas emergenciais (n=10). Subgrupo de

neonatos vivos (n=21) e mortos em até 24 horas (n=3).

CEL CEM Vivos Obitos
(n=14) (n=10) (n=21) (n=3)
ALT (UI/L) 2,0 4.0 2,0~ 5,08
(0,0-5,0) (0,0-35,0) (0,0-6,0) (3,0-35,0)
FA (UI/L) 52,0° 74,5° 63,0 65,0
(24,0-81,0) (25,0-1553,0) (24,0-1553,0) (41,0-75,0)
Creatinina (mg/dL) 1,6 3,4 2,3 1,5
(0,8-8,0) (1,1-16,7) (0,8-16,7) (1,1-1,6)
Ureia (mg/dL) 37,5 42,0 38,0 76,0
(24,0-77,0) (20,0-162,0) (24,0-92,0) (20,0-162,0)
Proteinas totais (g/dL) 0,1 0,1 0,1 0,2
(0,0-0,2) (0,0-0,5) (0,0-0,5) (0,1-0,2)
Bilirrubinas totais (mg/dL) 0,2 0,3 0,2 0,1
(0,0-0,2) (0,1-1,3) (0,0-1,3) (0,1-0,5)
Bilirrubina direta (mg/dL) 0,12 0,1° 0,1 0,0
(0,0-0,1) (0,0-0,9) (0,0-0,9) (0,0-0,1)
Lactato (mmol/L) 9,72 14,9° 9,9 13,4
(5,4-13,4) (8,7-24,9) (5,4-17,7) (11,7-20,3)
Glicose (mg/dL) 19,0 11,0 16,5 26,5
(10,0-37,0) (3,0-41,0) (3,0-41,0) (26,0-27,0)
Cloretos (mmol/L) 111,02 104,0° 111,0 111,0
(101,0-117,0) (85,0-112,0) (85,0-117,0) (107,0-112,0)
Potassio (mmol/L) 4,62 5,5° 4,9 4,3
(3,8-6,9) (4,2-8,0) (3,8-6,9) (4,2-8,0)
Sadio (mmol/L) 129,5 129,8 130,0 130,7
(127,0-132,5) (123,4-132,0) (127,0-132,7) (124,0-132,7)
Cailcio ionizado (mmol/L) 5,8 5,6 57 5,6
(5,0-6,5) (3,9-8,7) (3,9-6,5) (5,2-8,7)

Legenda: Os dados estdo descritos em mediana (min-max) para cada parametro. CEL =
Cesareas eletivas, CEM = Cesareas emergenciais.

a bindicam diferenga estatistica entre os grupos CEL x CEM (p < 0,05).

A Bindicam diferenca estatistica entre os grupos vivos x mortos em até 24 horas (p < 0,05).
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3.3. Histopatologia da Placenta

As 38 placentas dos neonatos avaliados foram incluidas no estudo.
As alteragdes histopatologicas, como necrose, calcificagdo, hemorragias e infiltrado
inflamataorio, foram registradas de acordo com o escore.

Inicialmente, foi observada a integridade do labirinto placentario e
disposicdo das células trofoblasticas em torno dos vasos maternos e fetais. Os
aglomerados celulares se dispdem em forma de cordao e, na presenga das lesdes,
havia perda dessa formagao estrutural (Figura 1). A dilatacdo do lumen vascular
(congestao) foi observada em grande parte das avaliagbes (Figura 2).

Necrose e hemorragia foram as alteragdes histopatolégicas mais
identificadas em todos os grupos. Nas areas de necrose, a estrutura dos corddes
celulares foi substituida por debris e tecido conjuntivo (Figura 2). Observou-se
variacdo importante na extensdo da lesdo, dessa forma, foi realizada classificacéo
pelo escore. Por vezes, a lesdo endotelial era extensa suficiente para causar
extravasamento de hemacias, caracterizando os focos hemorragicos (Figura 4).

Nem sempre, a perda da arquitetura caracterizou um foco de
necrose, como evidenciado na Figura 3, na qual ha desorganizagdo das células
trofoblasticas, mas sem substituicio do tecido. Os focos de calcificagao
evidenciados pela deposicdo de material basofilico possuiam diversas formas,
tamanhos e estavam dispostos em diferentes locais no labirinto placentario, nao foi
notada tendéncia na sua evidenciacdo (Figura 3 e 6). Também foi possivel
identificacdo da presenga de células inflamatérias ao redor das lesoes,
principalmente, de necrose (Figura 5).

A comparagéao entre os grupos CEL e CEM, vivos ou mortos, nédo
evidenciou diferencas entre a presenca e extensao das lesdes. Contudo, na analise
descritiva, observa-se que, mesmo em menor numero, os achados de calcificacao,
infiltrado inflamatério e hemorragia possuem maior extensdao no grupo CEM,
enquanto a necrose atingiu propor¢des maiores no grupo CEL (Tabela 3).

Durante a analise, nao foi observado padrdo histopatolégico de
alteracbes entre os grupos das cesareas, neonatos vivos ou mortos. Entretanto,
notou-se similaridade entre as alteragcbes histopatoléogicas nas placentas
provenientes de neonatos da mesma ninhada. Somente no grupo CEM, foi

observada correlagao positiva moderada entre o escore de necrose e de calcificagao
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(r=0,468, p=0,04).

Independentemente do tipo de cesarea, foi constatada correlagéao
negativa fraca entre o escore Apgar e o escore de inflamagéao (r=-0,369, p=0,02), ou
seja, quanto menor o escore Apgar ao nascimento, mais vezes e em maior extensao

foi descrita a presenca de infiltrado inflamatério no labirinto placentario.
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939 Tabela 3. Escore de classificagdo dos achados histopatologicos no labirinto
940 placentario canino, nos grupos de cesareas eletivas x emergenciais e vivos x mortos
941  em até 24 horas. % (n/n total).

Lesao Escore Total CEL CEM Vivos Mortos
Necrose 0 23,7 21,1 26,3 25 16,7
(9/38) (4/19) (5/19) (8/32) (1/6)
1 39,5 (15/38) 31,6 47,4 37,5 50
(6/19) (9/19) (12/32) (3/6)
2 15,8 26,3 5,3 12,5 33,3
(6/38) (5/19) (1/19) (4/32) (2/6)
3 21,1 21,1 21,1 25 0
(8/38) (4/19) (4/19) (8/32) (0/6)
Calcificacao 0 73,7 (28/38) 68,4 78,9 75 66,7
(13/19) (15/19) (24/32) (4/6)
1 23,7 31,6 15,8 25 16,7
(9/38) (6/19) (3/19) (8/32) (1/6)
2 2,6 0 5,3 0 16,7
(1/38) (0/19) (1/19) (0/32) (1/6)
3 0 0 0 0 0
(0/38) (0/19) (0/19) (0/32) (0/6)
Infiltrado 0 47,4 (18/38) 57,9 36,8 53,1 16,7
inflamatorio (11/19) (7/19) (17/32) (1/6)
1 47,4 (18/38) 36,8 57,9 43,8 66,7
(7/19) (11/19) (14/32) (4/6)
2 5,3 5,3 5,3 3,1 16,7
(2/38) (1/19) (1/19) (1/32) (1/6)
3 0 0 0 0 0
(0/38) (0/19) (0/19) (0/32) (0/6)
Hemorragia 0 44,7 (17/38) 421 47,4 40,6 66,7
(8/19) (9/19) (13/32) (4/6)
1 42,1 (16/38) 52,6 31,6 46,9 16,7
(10/19) (6/19) (15/32) (1/6)
2 7.9 5,3 10,5 6,3 16,7
(3/38) (1/19) (2/19) (2/132) (1/6)
3 5,3 0 10,5 6,3 0
(2/38) (0/19) (2/19) (2/132) (0/6)

942 Legenda: CEL = Cesareas eletivas, CEM = Cesareas emergenciais. Escore: 0 = ausente; 1
943 = presenca discreta em um a dois focos; 2 = presenga multifocal; 3 = presenca acentuada
944  em regides difusas.
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Figura 1. Fotomicrografia do labirinto placentario com destaque para a estrutura

lamelar do corddo de células do trofoblasto.

Legenda: Coloragdo HE. Arquitetura organizada dos corddes de células do
trofoblasto (TB), presengca de vasos (tracejado), preenchidos por hemacias (He),

entremeados formando a estrutura lamelar do labirinto placentario. Escala: 200 ym.



51

951 Figura 2. Fotomicrografia do labirinto placentario com destaque para areas de

952 necrose multifocal e congestao de vasos.

953

954 Legenda: Coloragao HE. Multiplos focos de necrose (N) e congestao difusa de vasos

955 sanguineos, visualizada pela dilatagdo do lumen (tracejado). Escala: 200 pm.
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Figura 3. Fotomicrografia do labirinto placentario com destaque para pequenos focos

de calcificagao e perda da arquitetura lamelar.

Legenda: Coloragao HE. Presenca de estruturas basofilicas indicando calcificagao
(C) e desarranjo da estrutura lamelar (seta dupla) com desprendimento do cordao de

células trofoblasticas (Tb). Escala: 200 pm.
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962 Figura 4. Fotomicrografia do labirinto placentario com destaque para hemorragia
963 multifocal.

964

965 Legenda: Coloragédo HE. Perda da continuidade do endotélio (En) vascular com

966 migragao de hemacias para o intersticio (Hm). Escala: 100 uym.
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Figura 5. Fotomicrografia do labirinto placentario com destaque para ampla area de

necrose com calcificagdo multifocal.

"' a % *?'”‘ |
1%5,%@}\( e

Legenda: Coloracdo HE. Extensa area de necrose (N) e multiplos focos de
calcificagdo caracterizados pela presencga de estruturas basofilicas (C). Escala: 200

um.
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3.3.1.  Caracterizagao das fibras de colageno

As fibras de colageno se dispdem na placenta de acordo com o
arranjo do tecido conjuntivo, moldando a estrutura lamelar e formando o arcabougo
que permite a ancoragem das células trofoblasticas e vasos (Figura 7).

A placa coridnica apresentou distribuicdo da rede de fibras por toda
extensdo, evidenciando fibras espessas e lineares, de birrefringéncia avermelhada,
entremeadas por fragmentos mais delgados de coloragdo amarela e esverdeada
(Figura 7). Os vasos fetais originarios do corddo umbilical estavam dispostos ao
longo da placa coribnica e foram destacados pela birrefringéncia das fibras de
colageno.

O labirinto placentario foi delimitado pelos septos de tecido
conjuntivo que partiam da placa coridnica, deixando em evidéncia a caracteristica
lamelar. Os septos principais apresentaram maior concentragao de fibras colagenas
do tipo |, suas ramificacbes se estenderam para o interior do labirinto em fragmentos
mais finos, sugerindo a presencga de colageno do tipo lll, principalmente, entremeado
as células trofoblasticas (Figura 8). Ao chegar na face materna, principalmente, na
zona juncional, as células do trofoblasto se mostraram ancoradas em tecido
conjuntivo rico em fibras reticulares. Nesta regiao, nao foi observada birrefringéncia
da parede dos vasos maternos (Figura 7).

Por meio da avaliagdo subjetiva, foi observada manutengdo da
estrutura lamelar, com demarcacdo acentuada dos feixes de fibras nos septos e
ramificacbes no interior do labirinto, nas placentas provenientes das cesareas
eletivas. Em contrapartida, nas placentas oriundas das cesareas emergenciais,
notou-se escassez na evidenciagdo das fibras colagenas, principalmente, nas
ramificacdes que partem dos septos principais.

Nao foi evidenciado deposicdo de fibras colagenas nos locais de
necrose e calcificagdo (Figura 9), com exce¢cdo de um foco de necrose, em
especifico (Figura 10). Neste local, notou-se maior densidade da cor vermelha no

interior da lesdo, indicando a uma trama densa de fibras colagenas do tipo I.
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Figura 6. Fotomicrografia panoramica do corte histolégico da placenta sob luz

polarizada.

Legenda: Coloragao Picrosirius-Hematoxilina. Na esquerda do corte, observa-se a
face fetal (FF) com destaque a placa coribnica, com grande quantidade de fibras
colagenas alongadas e densas, e aos grandes vasos (VF) provenientes do cordao
umbilical, com paredes circundadas por fibras colagenas. No centro, observam-se os
septos principais derivados da placa coridnica adentrando o labirinto placentario (LP)
caracterizando as lamelas. Na direita, encontra-se a face materna (FM), com grande
quantidade de feixes de colageno pouco organizados distribuidos pela zona

juncional, sem evidéncia aos vasos maternos. Escala: 200um.
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1013 Figura 7. Fotomicrografia da septagdo do labirinto placentario, proveniente de

1014  cesarea eletiva, a partir de ramificagbes da placa coriénica.
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1015

1016 Legenda: Coloragao Picrosirius-Hematoxilina. A esquerda, sob luz convencional. A
1017 direita, sob polarizagdo. Labirinto placentario minimamente birrefrigente. Predominio
1018 de fibras colagenas espessas delimitando os septos principais (Sp), enquanto séo
1019 observados fragmentos de fibra, amarelo-verde, adentrando o labirinto placentario.
1020 VF: Vaso fetal; LP: Labirinto placentario; Col I: Fibra colagena tipo I|; Col Ill: Fibra
1021  colagena tipo lll. Escala: 100um.
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Figura 8. Fotomicrografia de lesdo de necrose extensa no labirinto placentario.

Legenda: Coloragdo Picrosirius-Hematoxilina. A esquerda, sob luz convencional. A
direita, sob polarizagédo. Extensa area de necrose com presenga de tecido conjuntivo
no seu interior (TC). Observa-se predominio de fibras colagenas densas e espessas

no interior da lesao. Escala: 50um.
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3.4.Comparacgao entre os achados do liquido amniético e placenta

Para avaliar o efeito do tipo cesarea, da composi¢cao do liquido
amniotico e das alteragbes histopatologicas da placenta foram realizados testes de
correlagcéo para cada variavel.

Os resultados evidenciaram correlacdo negativa moderada entre a
concentracado de glicose do liquido amniético para o escore de necrose (r=-0,609,
p=0,003) e de calcificacéo (r=-0,537, p=0,01). Isto &, o escore relativo a presenca de
necrose e calcificagdo no labirinto placentario € inversamente proporcional a
concentracdo de glicose no liquido amnidtico. Outra evidéncia estatistica é a
correlagdo negativa moderada para o escore de calcificagdo e a concentracado de
ureia do liquido (r=-0,501, p=0,01).

Nado foi encontrada correlagdo no conjunto das variaveis nos

neonatos que vieram a obito nas primeiras 24 horas de vida.
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4. DISCUSSAO

Tanto na cesariana eletiva como na emergencial, 36,8% dos recém-
nascidos apresentavam escore Apgar acima de 7, ou seja, estavam inclusos no
grupo de risco minimo ao nascimento. Sabe-se que o tipo de parto interfere
diretamente na classificagdo de viabilidade neonatal [16] e que o tipo de anestesia
possui impacto significativo no escore Apgar até os 60 minutos de vida [18].

Visto que os dois grupos avaliados foram submetidos a
procedimento cirurgico, foi identificado o escore Apgar em TO inferior a 3 em 42,1%
dos neonatos do grupo CEM e em 21,1% do grupo CEL. Esses achados condizem
com o descrito por Cornelius e colaboradores [6] afirmando que os neonatos
oriundos de cesareas emergenciais tendem a apresentar menor viabilidade ao
nascimento em comparagao com as eletivas. De toda forma, apds cinco minutos de
reanimacgao, considerado o tempo minimo necessario para transicao feto-neonatal,
ambos os grupos apresentaram a maioria dos filhotes (CEL = 89,5%, CEM = 73,7%)
fora do grupo de risco (Apgar 7). E incontestavel a eficiéncia do método em
predizer o grupo de risco ao qual o recém-nascido pertence, pois no grupo “6bitos”,
100% dos neonatos apresentavam risco grave em T0 e 66,7% foram incluidos no
grupo de risco moderado em T5.

A partir da analise da bioquimica do liquido amnidético e comparagao
entre os tipos de cesarea foi possivel verificar diferenca entre a atividade de FA
(p=0,035) e concentragdes de lactato (p<0,001), bilirrubina direta (p=0,039), potassio
(p=0,031) e cloretos (p<0,001).

Pode-se discutir a diferenca na atividade de FA entre as CEM (med
74,5) e CEL (med 52,0) a partir da elucidagéo da atividade placentaria. A fosfatase
alcalina € uma enzima de inducédo que pode ter sua produgdo aumentada em casos
de hipdxia e sob estimulo do cortisol. Filhotes nascidos por cesareas emergenciais
apresentam niveis de cortisol sérico e do LA mais elevado [19]. Portanto, acredita-se
que a origem deste aumento de FA seja proveniente da placenta em decorréncia
das alteragdes desencadeadas pela distocia, reafirmando estudos que
demonstraram a insuficiéncia placentaria como fator ao aumento da atividade da
enzima no LA em partos emergenciais [20].

Nas cesareas emergenciais, o periodo de hipoxia foi prolongado,

podendo justificar a maior atividade de FA, uma vez que a atividade placentaria



1074
1075
1076
1077
1078
1079
1080
1081
1082
1083
1084
1085
1086
1087
1088
1089
1090
1091
1092
1093
1094
1095
1096
1097
1098
1099
1100
1101
1102
1103
1104
1105
1106

61

depende diretamente de boa oxigenacdo e manutengao da circulagao para que nao
ocorra insuficiéncia na transferéncia ao feto. Em situag¢des de baixa perfusao, ocorre
a autorregulagcdo da oxigenacdo da placenta que minimiza seu consumo visando
manter a perfusdo fetal, a partir do momento que a hipdxia se torna insustentavel, o
metabolismo fetal € comprometido [21].

Os resultados da concentracdo de lactato encontrada no LA de
neonatos nascidos de cesareas emergenciais (14,9 mmol/L) foi superior os valores
encontrados nas eletivas (9.7 mmol/L) e ao descrito previamente para cesareas
eletivas (8.7 mmol/l [22]). Bolis e colaboradores [5] apresentam resultados
semelhantes de 7.99 mmol/L. Apesar de apresentar menores valores de saturagao
de oxigénio e maior concentragdo de lactato sérico de forma fisiologica [23], em
periodos prolongados de hipdxia, o impacto do comprometimento da circulagao
placentaria induz um quadro de acidose metabdlica fetal, decorrente da producéo de
lactato tecidual a partir do metabolismo anaerdbico [24]. Visto que os 6bitos em até
24 horas também apresentam mediana (13.4 mmol/L) superior ao descrito nos
trabalhos acima citados, € possivel indicar a concentragao de lactato do LA como um
biomarcador da viabilidade neonatal, assim como é utilizada a concentracdo sérica
em filhotes e adultos [23].

O presente estudo n&o detectou diferenca estatistica na
concentracdo de glicose (p=0,28) entre as cesareas e entre neonatos vivos e
mortos, porém foi observada diminui¢do da concentragdo mediana no LA do grupo
CEM. A literatura descreve valores inferiores a concentragao sérica e diminuicao da
concentragcdo no LA em neonatos caninos [5,12,22], felinos [25] e equinos [26] que
vieram a ébito nas primeiras 24 a 48 horas, reafirmando o impacto da hipoglicemia e
acidose metabdlica na mortalidade de recém-nascidos de qualquer espécie.

Com relagao a diferenga eletrolitica encontrada nos dois tipos de
cesarea, sugere-se que o acumulo de potassio (5,5 mmol/L CEM > 4,6 mmol/L CEL,
p=0,31) e deplecdo dos cloretos (104 mmol/L CEM > 111 mmol/L CEL, p<0,001)
seja desencadeado pelo status de acidose. Os ions H+ livres sdo transportados para
o interior das células em troca do K+ intracelular, promovendo o acumulo de
potassio no meio extracelular prejudicando a reabsor¢do do cloro [27]. Dados
semelhantes na concentracdo dos eletrélitos foram descritos por Veronesi e

colaboradores [12] e Aralla e colaboradores [4].
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Na literatura, ndo foram encontrados dados suficientes para explicar
a diferengca observada na concentragdo de bilirrubina direta. Superficialmente,
Underwood e colaboradores [28] descrevem o aumento da bilirrubina direta em
casos de hemolise fetal.

A concentragdo dos marcadores da funcédo renal ndo apresentou
diferenga (creatinina: p=0,198; ureia: p=0,95) entre os grupos CEL e CEM, contudo,
nota-se um aumento da mediana em CEM (C=3,4 mg/dL, U=42,0 mg/dL) quando
comparado com o grupo CEL (C=1,6 mg/dL, U=37,5 mg/dL). Partindo da afirmacéao
que a composicdo do liquido é produto da urina fetal, metabdlitos do sistema
respiratorio, gastroentérico e do cordao umbilical [28], a maior concentragdo desses
marcadores justifica-se pelo tempo de parto e excregéo prolongada destes fluidos.

Por fim, a concentragdo de proteinas totais (p=0,58), sédio (p=0,62)
e calcio (p=0,58) entre os grupos CEM e CEL foram muito semelhantes e,
possivelmente, recebem pouca influéncia do tipo de cesarea.

Houve grande diferenca entre o numero de neonatos vivos (n=21) e
mortos (n=3) em até 24 horas, por esse fato, ndo foi possivel detectar variagbes
significativas na composig¢ao do liquido entre os dois grupos, além da atividade de
ALT. Assim como observado por Veronesi e colaboradores [12], em céaes, e por
Bligliardi e colaboradores [25], em gatos, o aumento da atividade de ALT possui
pouco significado clinico, visto que € uma enzima marcadora de leséo celular ndo-
especifica. Portanto, € necessario correlacionar este achado a lesbes em outros
sistemas, como, por exemplo, infecgcbes causadoras de sepse, a principal causa de
mortalidade em neonatos [1].

Os resultados da avaliacdo e classificacdo das lesdes
histopatolégicas deste estudo indicam a importédncia da analise microscopica do
orgéo com o objetivo de descrever as alteracdes encontradas nas placentas a termo,
apesar de nao haver diferenca estatistica entre os grupos avaliados, incluindo os
nascidos vivos e mortos em até 24 horas. Assim como descrito na medicina humana,
somente a presenca destas alteragdes ndo interfere no funcionamento adequado do
orgéo, sem correlagdo com o status de saude dos recém-nascidos [29]. Entretanto,
no caso de lesbes mais extensas, pode haver impacto na saude materna e fetal.
Como observado por Sarli e colaboradores [8], a incidéncia de lesbes necroticas
multifocais e confluentes se mostrou associada a pior progndstico de viabilidade até

sete dias do nascimento.
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No geral, a estrutura placentaria € determinada pelas caracteristicas
da matriz extracelular (MEC), responsavel pela formagdo do arcabougo para
sustentagcdo do trofoblasto e vasos sanguineos [8]. As fibras colagenas formam
agregados para sustentar esta arquitetura, mantendo o suporte e caracteristica
lamelar da placenta canina, como visualizado na Figura 9. Contudo, a conformagao
e composigao da matriz pode se alterar em consequéncia de danos causados por
alteracdes vasculares e no suprimento de oxigénio [30]. Como observado de forma
subjetiva neste estudo, as placentas provenientes de cadelas em distocia
demonstraram maior desarranjo estrutural e na disposi¢cao das fibras de colageno,
comprometendo a delimitagdo das lamelas.

Foi avaliada a presenca de necrose, calcificagdo, infiltrado
inflamatorio e hemorragias pelo labirinto placentario. A etiologia dessas lesbes ainda
€ pouco descrita na literatura, acredita-se que disturbios circulatorios,
consequentemente, a hipdxia seja a principal causa das alteragdes descritas.
Contudo, ndo esta necessariamente relacionada somente ao momento do parto,
podendo se tratar de lesbes cronicas [8]. Em qualquer momento da gestagao, pode
ocorrer o bloqueio da circulagédo local, como consequéncia de trombos e infartos,
privando as células de oxigénio e induzindo a morte celular [9,29]. Dessa forma, a
MEC sofre degradacado e remodelamento, culminando na deposicao das fibras de
colageno nas lesdes [30].

E importante ressaltar que a coloracdo de Picrosirius-Hematoxilina
permite a visualizagcdo de fibras colagenas espessas e delgadas, caracterizadas
como colageno tipo | e tipo lll, respectivamente [31]. A literatura descreve que a
auséncia destas fibras se justifica pela formagao de feixes de didmetros distintos nos
locais de lesao [30]. Dessa forma, a auséncia de birrefringéncia nas lesdes avaliadas
neste estudo também pode ser discutida com base afirmacéo, sendo necessario a
utilizacgdo de outros métodos para deteccdo de colageno, como a
imunohistoquimica.

Segundo Courtoy e colaboradores [31], a deposi¢gao de fibras
colageno tipo |, birrefrigentes em vermelho no método de coloragao Picrosirius-
Hematoxilina, estdo associadas a quadros mais graves de fibrose. A deposicao de
colageno encontrada no interior da area de necrose pode ter sido desencadeada por
um estado de hipdxia anterior ao parto, caracterizando uma lesdo antiga em

processo de reparo.
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Outro mecanismo de reparo é a indugédo da deposic¢ao distrofica de
cristais de calcio na ocorréncia de necrose e degeneracgao das células trofoblasticas.
Por isso sdo observados pequenos focos de calcificagdo no labirinto placentario,
sustentando a correlagdo positiva moderada (r=0,48, p=0,04) encontrada nos
escores de necrose e calcificagao do grupo CEM neste estudo. A respeito do reflexo
clinico, Sarli e colaboradores [8] descrevem que focos extensos de mineralizagao
acompanhados da presencga de lesdes necroéticas difusas estdo relacionados aos
neonatos que vieram a 6bito em até sete dias apds o nascimento. Em contrapartida,
Tesi e colaboradores [9] observaram que as lesdes necroéticas de maior extensao
pertenciam a neonatos perfeitamente saudaveis e peso ideal. Sendo assim, a
patogenia e consequéncia desta lesdo continua um questionamento para os
pesquisadores.

A presenga de pequenos focos hemorragicos, como observado na
avaliacao de 42,1% (escore 1) dos neonatos, € amparada devido a caracteristica de
invasividade da placenta canina, classificada como parcialmente decidua. Alguns
animais do grupo CEM apresentaram lesbes mais extensas (escore 2 = 10,6%,
escore 3 = 10,6%) e grande quantidade de hemacias no intersticio. Pode-se assumir
que essas alteragcbes estejam associadas ao trauma promovido pelas contracdes
improdutivas em longos trabalhos de parto [9,26], contudo, déficits de coagulacao de
origem materna também devem ser levados em consideracéo.

Observou-se correlagdo negativa moderada (r=-0,369, p=0,028)
entre o escore Apgar e a presencga de infiltrado inflamatério. Contudo, assim como
descrito em caes [9] e em humanos [29], a deteccdo de células inflamatdrias no
labirinto placentario ou no interior dos vasos ndo evidenciou associagdo com
processos inflamatérios ou infecciosos. Pode-se assumir que esta relacionada ao
inicio do processo de degeneracao e necrose [8].

Com relacao ao efeito da composicao do liquido amnidtico nas
lesdes placentarias, foi descrita correlagdo negativa moderada entre a concentragao
de glicose e o escore de necrose (r=-0,609, p=0,003) e de calcificagado (r=-0,537,
p=0,01).

Em situagdes desfavoraveis para a célula, como a baixa saturacao
de oxigénio e a deplegao de ATP, sdo desencadeados desequilibrios que tém por
consequéncia a necrose. Inicialmente, ocorre a ruptura da membrana celular e

extravasamento de substancias para o espago extracelular, atraindo as células
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inflamatadrias [32]. De acordo com os resultados, observa-se correlagdo dos achados
de necrose com situacdes muito semelhantes a estas descritas.

Visto que a presenca de danos ao labirinto placentario € inevitavel
ao longo da gestacdo e em diferentes tipos de parto, a autorregulagéo da placenta é
de extrema importancia para que sua fungdo como membrana seletiva entre a
circulagao materna e fetal seja cumprida. O tecido placentario possui plasticidade e
sistema proprio de reparo tecidual para manter sua arquitetura e minimizar os danos
ao concepto [33].

A partir da avaliacdo histopatoldégica, os achados do labirinto
placentario indicaram semelhanga entre filhotes de mesma ninhada e, nao
necessariamente, entre os nascidos pelo mesmo tipo de cesarea. Esse dado infere
que ha pouca influéncia do tipo de parto nas alteracbes descritas, porém podem
estar associados as particularidades maternas. A insuficiéncia placentaria, no geral,
esta relacionada a saude materna. Os fatores que interferem na perfusao placentaria
e o0 bom desenvolvimento gestacional estdo relacionados a doengas
infectocontagiosas, enddcrinas e degenerativas, ao escore corporal da mée, ao

numero de partos e idade da cadela, bem como o tamanho da ninhada [34].



1226

1227
1228
1229
1230
1231
1232
1233
1234
1235

1236
1237

66

5. CONCLUSOES

A atividade de FA e concentragdes de lactato, potassio e cloretos no
liquido amniotico sdo indicadores de insuficiéncia placentaria e acidose metabdlica
em neonatos provenientes de cesareas emergenciais e interferem na viabilidade
neonatal. A analise histopatolégica da placenta canina se mostrou um exame
complementar pouco elucidativo como marcador preditivo da viabilidade neonatal,
contudo, em associagdo a coloragdo de Picrosirius-Hematoxilina, & possivel

visualizar alteragdes estruturais da matriz extracelular em cesareas emergenciais.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

O estudo foi realizado em um curto periodo, consequentemente, nao
foi possivel ampliar o numero de amostras dos dois grupos em questdo. Porém,
ficamos muito satisfeitos que o percentual de 6bitos foi muito inferior ao sucesso das
reanimagdes neonatais. Em relagdo a colheita das amostras, houve uma grande
dificuldade no inicio do experimento, foi necessario realizar parte do experimento em
clinicas particulares, por conta da casuista do HV-UEL. O conhecimento técnico para
as analises histopatologicas foi adquirido no decorrer dos dias, com suporte de
outras areas e muita dedicagao para aprender algumas metodologias desde o inicio.
Enfrentamos o novo para possibilitar participacdo em todas as etapas do trabalho.

Futuramente, planejamos ampliar os dados a fim de ampliar os
resultados como correlacionar os achados hematoldgicos da mae e do feto a
composic¢ao do liquido amniotico nas duas situagdes de cesarea; realizar a analise
protedmica do liquido amnidtico; utilizar marcadores funcionais no labirinto
placentario para melhor descricido de seu mecanismo e deficiéncias que possam

ocorrer e acompanhar os filhotes por maior periodo.



