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RESUMO

Eguas gestantes, ocasionalmente, desenvolvem distdrbios gastrointestinais e o
trabalho de parto distécico ou mesmo eutdcico pode ser confundido com quadro
de sindrome cdlica. O exame de palpagéo retal auxilia no diagnéstico, entretanto,
nas éguas gestantes, esse procedimento pode ser prejudicado. A avaliagao fisica
e quimica do liquido peritoneal (LP) pode auxiliar o diagnéstico, possibilitando
detectar alteragcdes na cavidade abdominal. Desta forma, € importante diferenciar
as alteracbes encontradas no LP provocadas pela afeccdo das alteracdes
fisiolégicas advindas da gestacao. Neste contexto, este estudo tem como objetivo
avaliar o liquido peritoneal de éguas saudaveis, antes, durante a gestacdo e no
pos-parto e observar possiveis alteragdes na sua composi¢cao que possam ter
ocorrido em decorréncia do desenvolvimento fetal. Para isso, foi realizado no
periodo entre junho de 2017 e janeiro de 2019, um estudo observacional com 31
eguas da raca Pdnei clinicamente sadias, copuladas por monta natural e prenhez
confirmada pelo exame ultrassonografico, provenientes de duas propriedades
rurais. Foram coletadas amostras mensais de LP em tubo contendo
anticoagulante acido etilenodiaminotetracético (EDTA) e em frascos Eppendorf®.
Na 12 etapa do estudo as éguas encontravam-se em diferentes estagios
gestacionais. A 22 etapa correspondeu a segunda gestacdo das mesmas éguas,
ja que permaneceram em acompanhamento mensal mesmo apdés o parto. Durante
todo o periodo estudado, as coletas foram realizadas no momento em que as
éguas nao se encontravam gestantes, durante toda a gestacao (1° ao 11° més
gestacional) e no momento pos-parto (£7 dias). O LP foi avaliado quanto suas
caracteristicas fisicas (cor e aspecto) e em relagado a concentragao de proteina e
densidade, utilizando um refratbmetro. A concentragdo de albumina e proteina
(Biureto) foi avaliada por método colorimétrico em bancada. A contagem de
células nucleadas total foi feita em analisador hematolégico automatizado SDH3
VET® e a contagem diferencial em microscopia 6ptica. Os dados foram analisados
pelo programa estatistico SAS versao 9.4, (procedimento MIXED) adotando nivel
estatistico de significancia de 5% (p<0,05). Das 370 amostras analisadas ao longo
do experimento, 76,5% (283) apresentaram coloragdo amarelo palha e 71,4%
(264) das amostras estavam limpidas. 7,3% das amostras sofreram

contaminagao iatrogénica por sangue, porém ndo alteraram os resultados de



concentracéo proteica e contagem de células nucleadas totais. Na avaliagao das
concentragdes de proteina, houve um aumento significativo (p<0,01) nas médias
em diversos momentos avaliados. No exame citoldgico houve um predominio das
células mononucleares em relagcdo as demais populagdes. No 11° més
gestacional observou-se um aumento significativo (p<0,01) nas proporgdes de
linfécitos. N&o houve diferengas estatisticas nas médias de eosindfilos. Portanto,
podemos concluir que apesar da gestacédo alterar a dindmica da composi¢ao
fisico-quimica e celular do LP, quando comparada com éguas nao gestantes, nao
foi observado um aumento ou diminuicdo das médias frente aos valores de

referéncia citados na literatura.

Palavras-chave: éguas gestantes; liquido peritoneal; abdominocentese; citologia;

proteina total.



ABSTRACT

Pregnant mares occasionally develop gastrointestinal disorders. Dystocic delivery, or
even eutocic delivery, may be confused with colic syndrome. The examination of rectal
palpation helps in the diagnosis; however, in pregnant mares this procedure can be
impaired. The physical and chemical evaluation of the peritoneal fluid (PF) may aid the
diagnosis, making it possible to detect some changes in the abdominal cavity.
Therefore, it is vital to differentiate the alterations found in PF caused by the normal
physiological changes during gestation. This observational study aims to evaluate the
peritoneal fluid of healthy mares before, during gestation and postpartum, and to
observe possible changes in their composition that may occurred due to fetal
development. The study was performed between June 2017 and January 2019 with
31 clinically healthy Pony mares from two farms. Mares copulated by natural breeding,
and pregnancy was diagnosed by ultrasonographic examination. Monthly samples of
PF were collected in an anticoagulant tube containing ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA) and Eppendorf® Tubes. In the beginning of the study mares were in different
stages of gestation and were used until foaling. The same mares were rebred in the
following breeding season, and only the pregnant mares were kept in the study.
Throughout the study period, samples were collected prior and during gestation (15t to
11" month), and 7 to 10 days postpartum. The PF was visually inspected for color and
clarity. Specific gravity and total protein concentration were measured using a
refractometer. Total concentrations of albumin and protein were also measured by
biuret assay. Total nucleated cell counts was measured by an automated analysis
system, and differential cell counts were made by viewing 100 cells on a stained smear.
Data were analyzed by a linear mixed model using the Mixed procedure of SAS (9.4).
A significance level of 5% (p <0.05) was used to determine statistical differences. Of
the 370 samples analyzed during the experiment, 76.5% (283) presented pale yellow
color, and 71.4% (264) of the samples were clear. Only 7.3% of samples were
contaminated with blood during collection, but protein concentration and total
nucleated cell counts of these samples did not present abnormal results. Mononuclear
cells were predominant in the cytological evaluation. A significant increase in the
proportions of lymphocytes was observed in the 11t gestational month. Mean specific
gravity, total protein, albumin, and globulin concentrations, total nucleated cell counts

and differential cell counts had significant differences at specific periods of collection.



However, the majority of samples and all means during different collection periods
were within the normal limits described by previous studies. In conclusion, the

gestation did not cause any abnormality in the PF characteristics.

KEYWORDS: pregnant mares; peritoneal fluid; abdominocentesis; cytology; total

protein
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1. INTRODUGAO

A populacdo mundial de equinos (Equus cabalus) € estimada em 58 milhdes
de animais e no Brasil essa populagao ultrapassa os 5 milhdes de equinos. Destes,
aproximadamente 27 mil sdo da raga Poénei Brasileiro (BRASIL, 2016). A raga Ponei
Brasileiro foi desenvolvida na regidao Sul do Brasil, apds cruzamentos de pbneis da
raga “Shetland” da Escocia com poéneis “Falabella” da Argentina (QUIRINO et al.,
2012).

Os péneis, em geral, possuem um temperamento docil e, por isso, sado bastante
utilizados em diversas atividades como equoterapia, iniciagado de criangas na pratica
equestre, e em exposicdes ou feiras agropecuarias (BARTHOLAZZI JUNIOR, 2015).
A baixa estatura é a principal caracteristica dessa raga, onde o desejavel € que a
altura de cernelha nao ultrapasse 100 cm para os machos e 110 cm para as fémeas,
sendo a estatura ideal 90 cm (QUIRINO et al., 2012).

Os pbneis com baixa estatura sdo os mais valorizados no mercado, e para
produzi-los, criadores tém selecionado animais cada vez menores e com um elevado
grau de consanguinidade, gerando um aumento dos casos de distocia e anomalias
genéticas (BRESCIANI et al., 2001 e SCHMITT et al., 2017). A distocia ocorre quando
o trabalho de parto € anormal ou dificil (FRAZER, 2004), tendo como possiveis
causas:

e Distocia materna: quando a mae apresenta, por exemplo, dificuldade na
contragcdo uterina ou alguma anomalia pélvica, hérnia abdominal, ou mesmo
torcao uterina;

e Distocia fetal: ocorre quando o feto ndo esta corretamente posicionado no
momento do parto ou quando o feto apresenta alguma anomalia genética,
resultando em estruturas corpéreas desproporcionais ou quando o feto é
relativamente grande em relagao ao porte da mae.

As distocias sao emergéncias obstétricas que pdem em risco ndo s6 a vida do
potro como também a da mae. Pode ainda, resultar em lesbes e laceragdes graves
no utero, canal vaginal e reto e sdo responsaveis por 20% das mortes fetais (HAAS et
al., 1996).
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Os partos distécicos mais frequentes na raga pbnei estao relacionados ao feto,
sobretudo quando ocorre casos de hidrocefalia fetal (FRAZER, 2004; SHIMITT et al.,
2017).

Assim, como os demais equinos, as éguas gestantes também sao suscetiveis
a desenvolverem disturbios gastrointestinais. Eventualmente, o trabalho de parto
distécico ou mesmo eutdcico pode ser confundido com quadro de sindrome célica
(SANTSCHI, 2009). Embora seja pouco frequente, a torgdo uterina ocorre em éguas
prenhas, sendo essa uma causa bastante confundida com célica. (SANTSCHI, 2009).

Quando se trata de sindrome colica, o fator tempo é determinante para a
recuperacao do animal, sendo imperativo prestar um pronto atendimento, distinguindo
0os casos clinicos dos casos cirurgicos. Por essa razdo, em éguas gestantes,
dependendo do periodo gestacional e da gravidade do disturbio, ha eminente risco de
vida ndo apenas para a progenitora, mas também para o potro. Em estudo realizado
por Boening e Leendertse (1993) com éguas gestantes acometidas por sindrome
colica, foi observado que aproximadamente 74% sobreviveram, sendo a taxa de
aborto de 10% para as éguas submetidas ao tratamento clinico e 20% para aquelas
submetidas ao tratamento cirurgico.

O exame de palpacgao retal auxilia no diagndstico e no acompanhamento do
quadro clinico dos animais acometidos por codlica. Entretanto, a medida que a
gestacao progride e o utero aumenta de tamanho, ocorre uma acomodacao das alcas
intestinais e um aumento na pressao intra-abdominal. Portanto, o acesso as algas fica
bastante prejudicado, inviabilizando, muitas vezes, a realizagdo desse procedimento.
Outro exame que auxilia bastante o médico veterinario no diagndstico da cdélica equina
€ a avaliagao fisico-quimica e citoldgica do liquido peritoneal (LP), onde é possivel
detectar algumas alteragbes que ocorrem na cavidade abdominal (LHAMAS et al.,
2014). Diante das dificuldades que o médico veterinario encontra ao se deparar com
uma égua gestante acometida por sindrome codlica, a avaliacdo do LP torna-se
primordial (BRESCIANI et al., 2001; FRAZER et al., 1997). Com o aumento do utero
e a acomodacgédo das algas intestinais, ocorre um aumento na concentragdo das
proteinas e na celularidade do liquido peritoneal (FRAZER, 2004; PESCADOR et al.,
2004). Esse aumento deve ser diferenciado de uma patologia gastrointestinal por se
tratar de alteragdes fisioldgicas advindas da gestagao.

Neste contexto, € importante analisar as caracteristicas fisico-quimicas e

citolégicas do liquido peritoneal de éguas ao longo da gestacgéao, visando compreender
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as possiveis alteracdes que possam ocorrer, sistemicamente ou intra-abdominal, em

decorréncia do desenvolvimento fetal e distingui-las das altera¢des relacionadas aos

processos patoldgicos.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o comportamento fisico-quimico e citolégico dos componentes do

liquido peritoneal (LP) ao longo do periodo gestacional de éguas pdneis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar a avaliacao fisica das amostras de LP classificando-as quanto a
cor e aspecto.

Quantificar e comparar as médias das densidades e das proteinas do LP
aferidas por refratometria de acordo com a fase gestacional.

Quantificar e comparar as médias das proteinas do LP mensuradas pelo
método de biureto, albumina e globulinas de acordo com a fase
gestacional.

Quantificar e comparar as médias das contagens de células nucleadas
totais do LP de acordo com a fase gestacional.

Realizar avaliagao citolégica com a identificacéo e quantificagéo relativa e
absoluta das células presentes no liquido peritoneal de acordo com a fase
gestacional.

Correlacionar as médias das concentragdes das proteinas presentes no
LP aferidas por refratometria com as médias das concentragdes das
proteinas do LP mensuradas pelo método de biureto.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 CICLO ESTRAL DAS EGUAS

As éguas sao consideradas poliéstricas sazonais, atingindo a puberdade por
volta dos 18 meses de vida, quando iniciam sua fase reprodutiva (HAFEZ e HAFEZ,
2004; ROMANO et al., 1998). O ciclo estral das éguas € estimulado principalmente
pelo aumento da luminosidade (fotoperiodo positivo), além do estado nutricional e de
saude (STABENFELDT e EDQVIST, 1996). A estacdo de monta ocorre durante a
primavera e verao, onde a luminosidade é maior, consequentemente, a atividade
ovariana € plena e ciclica. Porém, existe a possibilidade das éguas ciclarem o ano
inteiro, em especial aquelas bem nutridas, que permanecem estabuladas e com
periodo fixo de 15 horas de luz por dia (HAFEZ e HAFEZ, 2004). Entretanto, o cio que
ocorre fora da estacao de monta ou imediatamente ao seu inicio, geralmente ndo vem
acompanhado de ovulagao, ja que o pico do horménio luteinizante (LH) é insuficiente
para romper o foliculo, formando um foliculo hemorragico e anovulatério (HAFEZ e
HAFEZ, 2004).

O ciclo estral das éguas dura em média 21 dias, podendo haver no primeiro
ciclo pds anestro, uma pequena variagao nesse tempo. Em geral, esta dividido em 14
dias de diestro (fase luteinica) e 7 dias de cio (fase estrogénica). Na fase estrogénica
a égua fica mais receptiva sexualmente e com a ovulagdo ocorrendo entre 24 - 48
horas antes do término do cio (HAFEZ e HAFEZ, 2004; ROMANO et al., 1998;
STABENFELDT e EDQVIST, 1996).

Uma vez atingida a puberdade e com o aumento do fotoperiodo, ocorre uma
diminuicdo na produgdo da melatonina pela glandula pineal. Com isso, o hipotalamo
aumenta a produg¢ao do horménio liberador de gonadotropina (GnRH) que, por sua
vez, estimula a hipofise a produzir o horménio foliculo-estimulante (FSH) e LH. O
aumento na concentracado do FSH estimula a multiplicacdo das células da granulosa,
propiciando o crescimento dos foliculos ovarianos. Essas células secretam o horménio
estrogénio, que além de provocar os sinais de cio, estimula a hipdéfise a liberar o LH;

que acarretara a ovulagao apos o rompimento do foliculo. Apds a ovulacao, forma-se
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o corpo luteo (CL) no ovario, que secretara progesterona, iniciando a fase luteinica
(HAFEZ e HAFEZ, 2004; STABENFELDT e EDQVIST, 1996). Caso o 6vulo nao seja
fecundado, o utero secretara a prostaglandina F2a (PGF2a) que promovera a
regressao do CL (STABENFELDT e EDQVIST, 1996).

3.2 GESTACAO DAS EGUAS

O periodo gestacional das éguas inicia-se apds a fecundagéo e termina com o
parto. Tem duracdo média de 335 dias, variando de 315 a 360 dias (JAINUDEEN e
HAFEZ, 2004). A duracao da gestacao pode variar de acordo com o tamanho da mae
e do feto, raca, momento da concepcao em relacdo ao periodo da estacido de monta,
sexo do feto e estado nutricional da égua (HAFEZ e HAFEZ, 2004; SILVA e OLIVEIRA,
2015).

Apos a fecundacgdo, o CL secreta progesterona que € importante para a
manutengao inicial da gestacdo. Normalmente, na égua ndo gestante, o CL dura 14
dias. Porém, com a formagdo do blastocisto (vesicula embrionaria) e seu
deslocamento pelo corno uterino, ocorre uma inibicdo na sintese e liberagao pulsatil
da PGF2a pelo endométrio, prolongando a fase luteinica por aproximadamente 40
dias pelo CL (STABENFELDT e EDQVIST, 1996). Com aproximadamente 40 dias de
gestacdo, as células trofoblasticas (que originardo a placenta) secretam a
gonadotrofina coribnica equina (eCG), que é o hormdnio de reconhecimento materno
da gestacdo. Este estimulara a luteinizacao dos foliculos secundarios que, por sua
vez, produzirdo a progesterona até 150° dia de gestacao (JAINUDEEN e HAFEZ,
2004).

A placenta das éguas € classificada como difusa, microcotiledonaria e com
barreira materno-fetal do tipo epitéliocoreal. Ela comega a se formar a partir da fusdo
das membranas fetais (dentre as membranas, as células trofoblasticas) com o
endomeétrio, por volta dos 40 dias, quando comeca a secretar eCG. Com 75 a 110 dias
de gestacao forma-se a jungado microcotiledonaria. A partir do 150° dia de gestacéo, a
placenta passa a ser a principal responsavel pela secre¢cédo de progesterona, uma vez
que os foliculos secundarios vao diminuindo gradativamente a sua produgédo até
degenerarem com 180 dias (JAINUDEEN e HAFEZ, 2004; SAMUEL et al., 1976;



17

STABENFELDT e EDQVIST, 1996). A circulagdo sanguinea do tipo epiteliocoreal n&o
permite que o sangue materno se misture com o sangue fetal. Desta forma, a nutricdo
do feto ocorre por difusdo placentaria. Ademais, a placenta equina possui seis
camadas teciduais, compostas por: endotélio materno, tecido conjuntivo uterino,
epitélio uterino, epitélio coridnico, tecido conjuntivo fetal e endotélio fetal, que formam
a barreira transplacentaria que impede a passagem de anticorpos (HAFEZ e HAFEZ,
2004; JAINUDEEN e HAFEZ, 2004; SAMUEL et al., 1976).

3.3 O PARTO

O parto € processo fisiologico onde o utero gestante, através da contragéo do
miométrio e dilatagdo da cérvix, promove a expulsdo do feto e da placenta (HAFEZ e
HAFEZ, 2004). Esse mecanismo ocorre por uma série de eventos enddcrinos, neurais
€ mecanicos, iniciando-se com a maturacao fetal, que por sua vez induz mecanismos
na mée, resultando no parto (JAINUDEEN e HAFEZ, 2004).

Durante toda a gestacao, o utero encontra-se quiescente, ou seja, o0 miométrio
nao se contrai, ficando relaxado. Essa caracteristica se da pela ativagdo do eixo
Adrenal-Hipofise-Hipotalamico fetal, que inicialmente produz a pregnenolona
(hormoénio esteroidal) levando a um aumento na producdo de progesterona pelos
tecidos uteroplacentarios. A progesterona, por sua vez, promove o bloqueio da
contragdo do miométrio durante esse periodo (THORBURN, 1993).

Com o aumento da demanda metabdlica do feto, sobretudo no tergo final da
gestagdo, ocorre um aumento da produgcao da prostaglandina E2 (PGE2) que
estimulara o eixo Adrenal-Hipdfise-Hipotalamico fetal a liberar o hormoénio
adrenocorticotrofico (ACTH). O ACTH atua nas adrenais fetais liberando cortisol. Além
de promover a maturacao fetal, o cortisol provoca uma diminuicdo dos niveis de
progesterona e aumento dos niveis de PGF2a (aumentando a atividade contratil do
miométrio) e estrogénio (17-f Estradiol). Em altas concentragbes, o estrogénio
promove a ativacdo dos receptores uterinos para ocitocina (FOWDEN et al., 2008;
JAINUDEEN e HAFEZ, 2004; THORBURN, 1993).
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O trabalho de parto das éguas normalmente ocorre no periodo da noite e, de
acordo com Jainudeen e Hafez (2004), pode ser didaticamente dividido em trés
estagios:

Estagio | — dilatagao da cérvice resultante das contra¢des uterinas com duragao
entre 1 a 4 horas.

Estagio Il — expulsdo do feto que ocorre com as fortes contragdes uterinas e
abdominais. Nesse estagio ocorre o reflexo neuro-humoral (reflexo de Ferguson)
desencadeado pela distenséo da cérvix e vagina pelo feto, resultando na liberagao de
ocitocina que acentuara as contragdes uterinas. Esse estagio normalmente possui
duracao de 12 a 30 minutos. O corddo umbilical se rompe com o0 movimento da méae
ou do recém-nascido.

Estagio Ill — expulsdo da placenta. Ocorre apds o nascimento, quando as

contragdes uterinas diminuem sua amplitude. Esse estagio dura em média 1 hora.

3.4 LiIQUIDO PERITONEAL E SUAS CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS E
CITOLOGICAS.

O liquido peritoneal esta presente na cavidade abdominal e tem como fungdes:
a lubrificagdo das algas intestinais, minimizando o atrito entre elas; realizar atividade
fibrinolitica, inibindo a formacédo de aderéncias; e promover a defesa através das
células fagocitarias (MENDES et al., 2000; PERONI, 2009). O LP consiste em um
ultrafiltrado do sangue que, ao passar pela camada de células mesoteliais e a fina
ldmina basal do peritdnio, resulta em um fluido com baixa celularidade, inferior a 5000
cél/uL e baixa concentragédo proteica, menor que 2,5 g/dL (LHAMAS et al., 2014).
Entretanto, o valor de pH e concentragao de eletrdlitos sdo semelhantes ao plasma
sanguineo (DEHEER et al., 2002). Sua drenagem é feita pelos ductos linfaticos no
diafragma onde ocorre a limpeza peritoneal com remocado de debris celulares
(MENDES et al., 2000).

A colheita do liquido peritoneal é feita por abdominocentese que €& um
procedimento simples e seguro para o paciente. Tal procedimento €& realizado
rotineiramente na clinica de equinos em animais que apresentam algum sinal de

desconforto abdominal, perda de peso ou alguma outra morbidade envolvendo a
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cavidade abdominal (DUESTERDIECK-ZELLMER et al., 2014). Deve ser realizado
por médicos veterinarios, respeitando-se as técnicas de assepsia e utilizando
materiais adequados (MACORIS, 1995). Pode ser colhido com o auxilio de agulha
hipodérmica ou canula mamaria (SPEIRS, 1999.). A andlise do LP fornece
informacdes relevantes, uma vez que reflete as condigdes presentes na superficie
mesotelial da cavidade abdominal (BACCARIN et al., 1995; MACORIS, 1995). O
estudo de suas caracteristicas fisico-quimicas tem papel importante e indispensavel
na avaliagao de equinos com patologias abdominais (MALARK et al., 1992).

O liquido peritoneal normal possui coloracido amarelo-palha, aspecto limpido e
€ inodoro (DEHEER et al., 2002). Em equinos adultos higidos, o volume de liquido
peritoneal na cavidade abdominal pode variar de 100 a 300 mL, sendo influenciado
pelo estado nutricional e grau de hidratacdo do animal (DEHEER et al., 2002;
MENDES et al., 2000). Normalmente, a quantidade de fluido peritoneal produzido por
um cavalo adulto, por dia, € de 50 a 60 mL/ Kg (DEHEER et al., 2002).

Na avaliacao fisica do liquido peritoneal sdo determinados os parametros cor e
aspecto. Animais higidos apresentam um LP com coloragdo amarelo palha, podendo
apresentar coloracédo amarelo intenso (BARRELET, 1993.; DEHEER et al., 2002).
Coloragdo avermelhada ou serosanguinolenta pode indicar sofrimento de alga por
comprometimento vascular ou desvitalizagado tecidual ou mesmo contaminagéo por
sangue durante a coleta. Ja a coloragdo acastanhada ou verde, indica ruptura ou
puncao de alga intestinal (BARRELET, 1993a.; MACORIS, 1995).

O aspecto do liquido peritoneal deve ser limpido, translucido, porém o aumento
na celularidade (leucécitos ou eritrocitos) e ou proteinas (maior que 2,5 g/dL) o tornam
turvo (ROWE e WHITE, 2009). Valores superiores a 2,5 g/dL de proteina total no LP
podem ser provocados por um aumento na permeabilidade vascular das visceras
abdominais, resultado de uma inflamagao intra-abdominal ou sofrimento de alga
intestinal (MACORIS, 1995).

Na avaliacdo quimica do LP podem ser mensurados os valores de pH, glicose,
proteinas, fosfatase alcalina, lactato e iniUmeras outras variaveis.

A densidade do liquido peritoneal em equinos adultos e sadios varia de 1.008
a 1.012 (SPEIRS, 1999:). Esta relacionado com a quantidade de solutos dissolvidos
no liquido, tais como proteinas, glicose, ureia e bilirrubina (DEHEER et al., 2002).

A concentragao de proteina no LP pode ser determinada por refratometria ou

por espectrofotometria em bancada pelo método de biureto. Em equinos sadios, a
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concentragéo de proteina deve ser inferior a 2,5g/dL. Um aumento na concentragéo
proteica no LP pode ocorrer em funcdo de um aumento na permeabilidade vascular
de visceras ou do peritdnio, decorrente de uma isquemia de alca intestinal, ou em
processo inflamatdrio intra-abdominal como a peritonite (DEHEER et al., 2002;
MACORIS, 1995; ROWE e WHITE, 2009).

A albumina é a proteina mais abundante no plasma, sendo produzida pelo
figado. Tem como funcgéo transportar substancias e manter a pressao oncaética no
interior dos vasos sanguineos (KANEKO, 1997). Fatores como baixo estado
nutricional do animal alteram a concentragao plasmatica de albumina, resultando na
diminuicdo de sua concentragcdo. Por outro lado, a desidratacdo aumentara a
concentragcdo plasmatica de albumina (YANAKA, 2013). A gestacao e a lactacéao
também podem diminuir a concentragéo de albumina no plasma, porém as globulinas
das gestantes podem aumentar (KANEKO, 1997).

As globulinas estdo presentes tanto no plasma quanto no liquido peritoneal e
junto com a albumina e o fibrinogénio, constituem as proteinas plasmaticas totais
(KANEKO, 1997). E um grupo diversificado de proteinas e sdo classificadas em alfa
(a), beta (B) e gama (y) globulinas. Possuem fungdes de proteinas transportadoras e
imunoldgicas, como anticorpos (imunoglobulinas) e proteinas de fase aguda
(BAZZANO et al., 2016, KANEKO, 1997).

O fibrinogénio no liquido peritoneal possui baixa concentragdao (< 50mg/dL).
Portanto, essa concentracao ¢é insuficiente para a coagulacédo do LP (DEHEER et al.,
2002). As altas concentragdes de fibrinogénio do LP (>200mg/dL) geralmente esta
associado a diminuicdo na concentragdo de glicose e pH (< 7,3), indicando a
existéncia de uma peritonite séptica (ROWE e WHITE, 2009). O fibrinogénio pode ser
mensurado através do método de precipitagcao pelo calor ou colorimétrico (DE SOUZA
et al., 2006). No entanto, apesar de simples e de facil execugdo, o método de
precipitacdo pelo calor ndo demonstrou ser muito sensivel em amostras com baixas
concentragdes de fibrinogénio (DEHEER et al., 2002).

Na avaliagao citoldgica do liquido peritoneal, realiza-se a contagem celular total
e diferencial das células inflamatérias (MACORIS,1995). Para isso, a amostra deve
ser coletada em frasco contendo anticoagulante &cido etilenodiaminotetracético
(EDTA). A contagem total pode ser feita em aparelho hematologico automatizado ou
manualmente, em camara de Neubauer (BARRELET, 1993.; DEHEER et al., 2002;
SPEIRS, 1999.).
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De um modo geral, as hemacias estdo ausentes ou em quantidade
insignificante no liquido peritoneal de equinos higidos. Quando esta presente, pode
ter ocorrido em funcdo de contaminagao iatrogénica por puncédo de baco, leséo
vascular em alguma viscera abdominal puncionada ou contaminagdo com sangue de
vasos de pele ou musculatura (MENDES et al., 2000; SPEIRS, 1999).

As células nucleadas totais no liquido peritoneal sdo compostas por neutréfilos,
células mononucleares (células mesoteliais, mondcitos/macrofagos), linfocitos,
eosindfilos e basdfilos (mastdcitos). Animais sadios possuem uma contagem total
inferior a 5000/pL células no LP (DEHEER et al., 2002). Os neutréfilos sdo as células
mais frequentes no liquido peritoneal e sdo responsaveis pela defesa celular primaria
contra microrganismos. As células mesoteliais revestem a superficie visceral e parietal
dos orgaos e estruturas abdominais e descamam normalmente para o LP
(BARRELET, 1993p; DEHEER et al., 2002). Também €& comum a presenga de
macrofagos no liquido peritoneal, que s&o oriundos dos mondcitos presentes na
corrente sanguinea. Assim como segmentados, os macrofagos atuam fazendo a
fagocitose de microrganismos que ocasionalmente possam estar presentes na
cavidade abdominal, sendo fundamentais no mecanismo de defesa do animal
(BARRELET, 1993p). Ja os linfocitos, eosinofilos e os mastocitos sdo menos
frequentes no LP. Os linfécitos sdo encontrados em pequenas quantidades,
independente se o liquido procede de um animal saudavel ou acometido de algum
processo inflamatdrio. Animais que possuirem mais de 5% de eosindfilos na citologia
do LP podem ter apresentado alguma migragdo parasitaria (BARRELET, 1993» e
LHAMAS et al., 2014).

Na avaliagdo citologica, o liquido peritoneal pode ser classificado em
transudato, transudato modificado ou exsudato. Essa classificacao é feita de acordo
com a concentragdo de proteina total e a contagem de células nucleadas (DEHEER
et al., 2002; SPEIRS, 1999).

e Transudato: possui valores de proteina inferiores a 2,5 g/dL (frequentemente
<1,5 g/dL) e contagem total de células nucleadas menores que 5.000/pL
(frequentemente menores que 1.500/pL). O liquido peritoneal normal €
enquadrado nessa categoria, apresentando um predominio de neutrofilos ndo
degenerados e células mesoteliais;

¢ Transudato modificado: a concentracado de proteina varia de 2,5a 3,5g/dL e a

contagem total de células nucleadas de 1.500-10.000/uL. Geralmente, esta
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relacionado a algum disturbio hemodinamico sistémico ou localizado, como
obstrugao do fluxo venoso ou linfatico, ou doenca inespecifica. A coloragao do
liquido pode variar de amarelo @mbar ao vermelho ou ao branco com
predominio de neutréfilos ndo degenerados;

e Exsudato: consiste em uma efusao com alto valor de proteina (> 3.0-3.5 g/dL)

e contagem total de células nucleadas superiores a 10.000/uL. Pode haver um
predominio de neutréfilos degenerados e presenga de bactérias em casos
sépticos.

Diversos estudos feitos com animais acometidos por sindrome codlica ou
experimentalmente induzidos, avaliaram as caracteristicas fisico, quimicas e celulares
do liquido peritoneal e comprovaram alteragcbes em sua composi¢cao (BACCARIN et
al., 1995, BACH e RICKETTS, 1974; DI FILIPPO et al., 2012; FALEIROS et al., 2011;
LATSON et al., 2005; PELOSO e COHEN, 2012). Diante das alteragbes observadas
na avaliacdo do LP, conforme descrito em muitos desses estudos, o médico
veterinario tem condigdes de chegar a um diagndstico e ou prognostico para cada
caso. Portanto, podera tracar a melhor conduta ao paciente acometido por alguma
afeccdo com sede na cavidade abdominal, como por exemplo, abdome agudo ou
peritonite (BARRELET, 1993, VALADAO et al., 2004).

Por outro lado, alguns estudos realizados com éguas gestantes saudaveis,
sobretudo no periodo puerperal, cujo parto transcorreu sem alteragbes, comprovaram
que todos os parametros analisados estavam dentro da faixa de normalidade
preconizado para a espécie. O mesmo nao foi observado nos casos em que houve
complicagbes durante o parto, como laceragéo de utero, ligamento largo ou canal
vaginal, lesdo na artéria uterina média. Nesses casos, parametros como coloragéo,
concentracao de proteina e contagem de células nucleadas ficaram alterados e acima
dos valores de referéncia (DASCANIO, 2014; FRAZER et al.,, 1997; VAN
HOOGMOED et al., 1996).
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CAPITULO I: INFLUENCIA DA GESTAGAO NA DINAMICA DAS
CARACTERISTICAS ~FiSICO-QUIMICAS E CELULARES DO LiQUIDO
PERITONEAL EM EGUAS DA RAGA PONEI

1. INTRODUCAO

Os pbneis sdo animais de baixa estatura e de temperamento doécil, bastante
utilizados em atividades como equoterapia, iniciacdo de criangas na pratica equestre,
e exposigdes ou feiras agropecuarias (BARTHOLAZZI JUNIOR, 2015). Com valor de
mercado mais elevado, os pdneis com baixa estatura sdo cada vez mais cobigcados e,
nesse proposito, criadores tém selecionado animais cada vez menores e com um
elevado grau de consanguinidade, resultando num aumento dos casos de distocia e
anomalias genéticas (BRESCIANI et al., 2001 e SCHMITT et al., 2017). Os partos
distécicos mais frequentes na raga pbnei estdo relacionados ao feto, sobretudo
quando ocorre casos de hidrocefalia fetal (FRAZER et al., 1997; SHIMITT et al., 2017).
Além disso, o trabalho de parto distécico ou mesmo o normal, pode ser confundido
com quadro de sindrome colica (SANTSCHI, 2009).

A sindrome cdlica € um grave disturbio com sede principalmente no trato
gastrointestinal, sendo uma afec¢ao com alta morbidade e alta mortalidade e, quando
nao tratada em tempo habil, leva ao 6bito por disfungao de visceras intra-abdominais
(DI FILIPPO et al., 2012; PROUDMAN et al., 2002). Animais com sintomatologia de
dor abdominal, frequentemente sdo submetidos a abdominocentese para avaliagao
do fluido peritoneal (DASCANIO, 2014). Diversos estudos realizados
experimentalmente ou com casuisticas de hospitais veterinarios de referéncia,
comprovaram alteracdes fisicas e bioquimicas na composicédo do liquido peritoneal
(LP) de equinos frente a sindrome colica (BACCARIN et al., 1995, BACH e RICKETTS,
1974; DI FILIPPO et al., 2012; FALEIROS et al., 2011; LATSON et al., 2005; PELOSO
e COHEN, 2012). Portanto, é importante identificar os quadros cirurgicos e
encaminhar o animal acometido, o mais breve possivel, para os centros de referéncia,
uma vez que o fator tempo pode ser decisivo para sua sobrevivéncia, além de
minimizar complica¢des pés-operatorias (LATSON et al., 2005; WHITE, 2017).

Além disso, éguas gestantes acometidas por sindrome cdlica sdo extremamente

desafiadoras para o clinico, uma vez que complicagcdes potenciais podem afetar ndo
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apenas a genitora, mas também o feto (HOWES et al., 2018). Para isso a avaliagéo
do liquido peritoneal auxilia bastante na tomada de decisdo para o tratamento
cirurgico, sobretudo em éguas em avangado estagio gestacional ou em animais
jovens, onde o exame de palpacéo transretal fica comprometido (BACCARIN et al.,
1995). Dessa forma, € importante diferenciar as alteragbes encontradas no LP
provocadas pela afec¢ao das alteragdes fisiologicas advindas da gestagéo.

Neste contexto, este estudo tem como objetivo realizar uma avaliagéo do liquido
peritoneal e observar possiveis alteracbes na sua composigcdo que possam ter

ocorrido em decorréncia do desenvolvimento fetal.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 CONSIDERACOES ETICAS

O estudo foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Estadual do Norte Fluminense “Darcy Ribeiro” (UENF) sob o

protocolo de numero 382.

2.2 PERIODO E LOCAL DE ESTUDO

O experimento ocorreu no periodo entre junho de 2017 e janeiro de 2019, em duas
propriedades rurais localizadas no municipio de Campos dos Goytacazes, regido

Norte Fluminense do Estado do Rio de Janeiro.
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2.3 SELECAO DOS ANIMAIS

Foi realizado um estudo observacional com 31 éguas da raga Pbnei Brasileiro, com
idade entre 5 e 14 anos e peso médio de 1255 Kg (x 24,5), selecionadas
aleatoriamente. Todas se encontravam gestantes no inicio do estudo e foram
copuladas por monta natural.

Os animais eram criados com sistema extensivo em piquetes coletivos, com
pastagem predominantemente composta por capim tifton (Cynodon sp.) e agua
potavel ad libitum, além de suplementagdo de sal mineral’ em cocho coletivo. Os
plantéis eram periodicamente assistidos por médico veterinario que promovia o
manejo sanitario regular, vacinando todos os animais anualmente contra tétano,
influenza, encefalomielite e rinopneumonia (Herpesvirus tipo 1)?, além da vacinagéo
anual contra raiva3. Os animais recebiam tratamento anti-helmintico a base de
Abamectina gel*, conforme a orientagdo do médico veterinario responsavel, e o

controle de ectoparasitas era feito com carrapaticida a base de Piretroide®.

2.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram submetidos as coletas mensais de liquido peritoneal. Como
forma de padronizar o intervalo entre as coletas, optou-se por realiza-las na segunda
semana de cada més.

Todos os animais participantes foram submetidos, no momento inicial do estudo,
a um exame clinico para avaliacdo da condicio de saude. Para tanto, foram avaliadas:

e Frequéncia cardiaca (FC, em bat/min) por meio de auscultagdo com

estetoscopio, durante 1 minuto;

e Frequéncia respiratéria (FR, em mov/min), por meio da contagem do

movimento respiratério do gradil costal durante 1 minuto;

" Coequi Plus, DSM Produtos Nutricionais Brasil S/A, Sdo Paulo-SP, Brasil.

2 Lexington-8, Venco Salide Animal, Londrina - PR, Brasil.

3 RaivaCell Multi, Vallée S/A Produtos Veterinarios, Montes Claros-MG, Brasil.

4 Aba Gel Composto Ourofino Saude Animal Ltda, Cravinhos — SP, Brasil

5 Cypermil Pour on - Cipermetrina - Ourofino Satide Animal Ltda, Cravinhos — SP, Brasil.
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e Temperatura retal (TR, em °C) por termometria clinica convencional, durante
trés minutos;

o Coloragao de mucosa oral, sendo classificada em normocorada, hipocorada,
hipercorada e ictérica;

e Tempo de perfusdo capilar (TPC), por meio da presséo digital na mucosa
gengival acima dos dentes incisivos superiores e observagdo do tempo de
enchimento total da mesma;

e Confirmacao da gestacéo pela palpacéo retal com a identificagdo do feto.

Nos meses subsequentes, antes da realizagdo das coletas das amostras, as
éguas foram submetidas a uma breve avaliagao clinica para observacao da coloragao
da mucosa, TPC e TR. Ademais, em todos os momentos de coleta de amostras, os
animais foram submetidos a uma inspecéo fisica para verificacdo da presenca de
afeccdes de pele, ectoparasitos, secregcado nasal, vaginal, vestigios de diarreia, entre
outros problemas.

O estudo foi dividido em duas etapas. Na 12 etapa, as éguas selecionadas
inicialmente (N=31) encontravam-se em diferentes estagios gestacionais. Neste
momento, a determinagdo da fase gestacional foi feita a partir das informagdes do

controle de cobertura fornecidas pelos proprietarios. (Figura 1)

Fases das coletas: 12 etapa

N=31
Fase gestacional de acordo com
data da cobertura fornecida pelos Pés-parto: Eguas ndo gestantes
proprietarios ) dias (Lactantes)
5 6 7 8 9 |10 | 11 12 Continuidade das avaliagées

Meses de gestagao

Coletas mensais

Figura 1. Diagrama das coletas na primeira etapa.

A 22 etapa do estudo correspondeu a segunda gestagédo dessas éguas. Elas
permaneceram em acompanhamento mensal mesmo apos o parto, a fim de

diagnosticar uma segunda gestacéo.
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Nesta 22 etapa foram selecionadas 18 éguas do grupo anterior, que se
encontravam lactantes, porém, nao gestantes, sendo possivel acompanhar a
gestacao do inicio ao fim, dentro do periodo estudado (Figura 1).

As éguas recém copuladas tinham o diagndstico de gestagao confirmado pelo
exame de ultrassonografia transretal®, com transdutor linear de 5MHz, sendo feita a
identificacdo precoce da vesicula gestacional, que é formada por volta dos 14 dias
pos ovulagao, conforme descrito por De La Corte et al. (1994). Apds a confirmagao da
prenhez, era iniciada a contagem do periodo gestacional do primeiro més ao ultimo
més de gestagdo (11° més). O momento ndo gestante foi considerado o més
imediatamente anterior ao primeiro més gestacional. Aproximadamente 7 dias depois
do parto era realizada uma ultima coleta denominada pés-parto. Desta forma, o estudo

consistiu em 13 momentos de avaliagdo, conforme Figura 2.

= 9a
Fases das coletas: 2? etapa N= 18

Confirmacao Pos-parto:
da prenhez +7 dias
1(23|4|5(6|7|8|9|10|11 12

Meses de gestacao

Coletas mensais

Eguas ndo
gestantes

FiZ;ura 2. Diagrama das coletas na segunda etapa.

6 Mindray DP2000, Mindray Medical International Limited, Shenzhen, China.
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2.5 COLHEITA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

A fim de padronizar os métodos, todas as amostras de liquido peritoneal foram
colhidas no periodo da manha, nos respectivos momentos supracitados. As amostras
foram processadas no setor de Patologia Clinica do Hospital Veterinario da
Universidade Estadual do Norte Fluminense “Darcy Ribeiro” (UENF), no mesmo dia
da colheita, no periodo da tarde.

A colheita do liquido peritoneal se deu com o animal em posi¢ao quadrupedal,
na regido epigastrica, aproximadamente 5 cm caudal ao apéndice xifoide. Para a
colheita, foi realizada tricotomia do local, seguida da antissepsia com lodopovidona
degermante e alcool iodado. A abdominocentese foi realizada com agulha
hipodérmica 40x12 mm descartavel, conforme técnica descrita por Rowe e White
(2009). O liquido coletado foi acondicionado em uma seringa descartavel de 10 mL e
distribuido, aproximadamente, 4 mL em um tubo com acido etilenodiaminotetracético
(EDTA)’ e trés aliquotas em tubos Eppendorf® com, aproximadamente, 2 mL cada.
Apods cada colheita, o LP foi avaliado macroscopicamente, sempre pelo mesmo
avaliador, quanto a coloragao (amarelo palha, amarelo, laranja ou vermelho) e aspecto
(limpido, turvo ou sanguinolento).

As amostras de LP armazenadas em tubo com EDTA foram processadas em
analisador hematoldgico automatizado®, onde foi feita a contagem de células
nucleadas totais bem como de eritrocitos, quando estes estavam presentes. Para a
confecgdo da lamina de LP, a amostra foi centrifugada® com aceleragéo de 402,4 g,
por cinco minutos. Ao término, o sobrenadante foi desprezado e o concentrado de
células no fundo do tubo foi homogeneizado e pipetado sob uma lamina, para
realizacao do esfregaco pelo método squash. Em seguida, a lamina foi corada com kit
pandtico rapido’®. A avaliagéo citoldgica do LP foi feita em microscopio optico'!, na
objetiva de 100x, em dleo de imersao, onde eram apuradas as células nucleadas entre
elas neutrdfilos, linfécitos, eosindfilos e células mononucleares (células mesoteliais

monadcitos/macréfagos) até a contagem total de 100 (cem) células.

7 Tubos BD Vacutainer®

8 SDH3 VET - Labtest Diagnéstica S.A.

9 Centrifuga modelo RDE B-40. RDE Equipamentos Cientificos LTDA.

10 Panético Rapido, Laborclin Produtos para Laboratério Ltda, Pinhais, PR, Brasil.

" Microscopio 6ptico Nikon Eclipse E-200. Nikon do Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil.
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As amostras de LP acondicionadas em tubos Eppendorf® (sem anticoagulante)
foram utilizadas para afericdo da densidade e das concentragdes de proteina por meio
do refratdmetro de Goldberg'?. Antes da realizagdo dos exames, o refratdbmetro era
calibrado com agua destilada. Essas amostras também foram processadas em
analisador bioquimico semi-automatico de bancada'® para mensurar proteina total,
pelo método colorimétrico de Biureto' em reagdo de ponto final e albumina pelo
método colorimétrico em reagdo de ponto final’. A globulina do LP foi estimada

através do seguinte calculo:

Globulina LP= Proteina (Biureto) total do LP — Albumina

2.6 COLETA E ANALISE DOS DADOS

Os dados sobre as condicdes fisicas de cada animal e sobre a cor e aspecto
do LP foram registrados em fichas de campo (Anexo 1). Os dados sobre os exames
laboratoriais do LP foram registrados na ficha de exames do laboratério do setor de
Patologia Clinica do Hospital Veterinario da UENF (Anexo 2). Os resultados dos
exames do liquido peritoneal realizados no analisador automatico foram registrados
nos extratos emitidos pelo aparelho. Todos esses dados foram posteriormente
tabulados em planilhas do Programa Microsoft Office Excel®, versao 2013.

Todos os dados foram submetidos a uma andlise de estatistica descritiva,
usando o procedimento PROC MEAN do SAS 9.4 onde foram calculados: Média,
Mediana, Desvio Padrdo, Erro Padrao, Intervalo de Confianga e Coeficiente de
Variagao. A proporgao de amostras dentro, acima e abaixo dos valores de referéncia
foram calculadas, utilizando o procedimento PROC FREQ do SAS 9.4. Para comparar
se houve diferenca estatistica entre pares durante os momentos ndo gestante, meses
gestacionais e pos-parto, foi utilizado o procedimento PROC MIXED do SAS 9.4. A

significancia estatistica foi definida por p<0,05. Foi feito o teste de correlacdo de

12 Refratémetro refragdo e densidade de urina e sangue - Megabrix

13 Analisador bioquimico semi-automatico de bancada BTS-350 BioSystems S.A.
4 Proteinas Totais — Labtest Diagndstica S.A.

5 Albumina Vet — Labtest Diagndstica S.A.
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Pearson entre as variaveis proteina do LP avaliado por refratometria com a proteina

do liquido peritoneal, avaliada pelo método de Biureto.

3. RESULTADOS

Durante o periodo proposto para o estudo, foram coletadas 370 amostras de
liquido peritoneal ao longo dos 20 momentos de coletas. O estudo inicialmente avaliou
31 éguas gestantes, e dessas, trés vieram a o6bito, sendo duas por cdlica e a outra
durante o trabalho de parto. Devido ao critério de excluséo, apenas 18 éguas seguiram
para a 22 etapa do estudo, onde foi possivel acompanhar a gestacao inteira dentro do
periodo estudado. As analises fisico-quimicas e celular do liquido peritoneal das
éguas em relagéo a proporcao de resultados, segundo seus valores de referéncia,
estao expressos na Tabela 1.

Das 370 amostras analisadas ao longo do experimento, 76,5% (283)
apresentaram coloragdo amarelo palha e 71,4% (264) das amostras estavam
limpidas. Foi observado um aumento nas propor¢des de amostras com aspecto turvo
(40%) no 4° més gestacional. A frequéncia de distribuicdo das amostras de acordo
com cor e aspecto ao longo dos momentos avaliados esta demonstrada na Tabela 2.
Na Tabela 3, esta expressa a estatistica descritiva com as médias e intervalo de
confianga da densidade, proteina (g/dL), albumina (g/dL) e globulina (g/dL) do liquido

peritoneal nos respectivos periodos observados.
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Tabela 1. Analise fisico-quimica e celular do liquido peritoneal de éguas em diversos momentos (n&o gestante, gestante e pos-parto).

AMOSTRAS DE LIiQUIDO PERITONEAL (n=370)

Resultados encontrados

Valor de Abaixo dos valores Entre os valores de Acima dos valores
Variaveis Referéncia’ de referéncia % (n) referéncia, % (n) de referencia, % (n)
Eritrocitos (/puL) ausente — 81% (300) 19% (70)
Cél. Nucleadas Total (x 103/pL) 0,5-10,1 45% (166) 55% (204) —
Albumina (g/dL) 0,3-1,0 16% (58) 63% (235) 21% (77)
Globulina (g/dL) 0,7-1,4 16% (58) 46% (170) 38% (142)
Proteina método Biureto (g/dL) 0,1-24 — 84% (310) 16% (60)
Contagem diferencial Cél Nucleadas
Neutrofilo (%) 22 -82 17% (64) 83% 306) —
Linfécito (%) 1-19 10% (39) 84% (309) 6% (22)
Célula Mononuclear @ (%) 19 - 68 — 75% (278) 25% (92)
Eosindfilo (%) 0-5 - 88% (326) 12% (44)
Basodfilo (%) Raros — — —
Refratometria
Densidade (gravidade especifica) 1008 - 1012 1% (3) 87% (323) 12% (44)
Proteina (g/dL) =25 — 97% (360) 3% (10)
Resultados encontrados
Valor de Amostras normais Amostras
Avaliacao Fisica Referéncia® % (n) anormais % (n)
Cor Amarelo Palha 76% (283) 24% (87)
Aspecto Limpido 71% (264) 29% (106)

1 Adaptado de DeHeer et al, 2002 Peritoneal Fluid - Diagnostic Cytology and Hematology of the Horse 2 ed;
2 Adaptado de Mendes e Peird, 2008 Semiologia do Sistema Digestdério de Equinos — Semiologia Veterinaria: A arte do diagnéstico 2 ed.
a Células Mononucleares = Células Mesoteliais e Mondcitos.



Tabela 2. Classificagao do liquido peritoneal quanto a cor e aspecto em cada periodo observado.
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COR DO LIQUIDO PERITONEAL

ASPCTO DO LiQUIDO PERITONEAL

OE:;RZZO A:;::o Amarelo Laranja Vermelho Limpido Turvo Sanguinolento
Nao Gestante 25 92% (23) 8% (2) 0% (0) 0% (0) 92% (23) 8% (2) 0%(0)
1 22 73% (16) 13,5% ( 3) 9% (2) 4.5% (1) 68% (15) 27% (6) 5% (1)
2 21 71%(16) 14% (3) 10% (2) 5% (1) 67% (14) 28% (6) 5% (1)
3 20 80% (16) 15% (3) 5% (1) 0% (0) 70% (14) 30% (6) 0% (0)
4 20 65% (13) 25% (5) 5% (1) 5% (1) 55% (11) 40% (8) 5% (1)
5 22 77% (17) 14% (3) 0% (0) 9% (2) 68% (15) 23% (5) 9% (2)
6 24 84% (20) 8% (2) 8% (2) 0% (0) 75% (18) 25%(6) 0% (0)
7 31 81% (25) 10% (3) 6% (2) 3% (1) 77% (24) 20% (06) 3% (1)
8 38 87% (33) 13% (5) 0% (0) 0% (0) 79% (30) 21% (8) 0% (0)
9 41 73% (30) 19,5% (8) 5% (2) 2,5% (1) 66% (27) 32% (13) 2% (1)
10 44 73% (32) 17% (8) 5% (2) 5% (2) 70% (31) 25% (11) 5% (2)
11 29 76% (22) 21% (6) 0% (0) 3% (1) 72% (21) 24% (7) 4% (1)
Pos-parto 33 64% (21) 27% (9) 3% (1) 6% (2) 64% (21) 30% (10) 6% (2)
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Tabela 3. Média e (%) intervalo de confianga das amostras de liquido peritoneal para as variaveis: Densidade, Proteina aferida pelo refratdmetro, Proteina

aferida pelo método de Biureto, Albumina e Globulina de acordo com o periodo observado.

Periodo Densidade Proteina Refratdbmetro Proteina Biureto = Albumina Globulina
observado (g/dL) (g/dL) (g/dL) (g/dL)
Nao Gestante 25 1009.9 (+0.19) 1.58 (+0.03) 182 (x0.05) 068 (x0.06) 114 (+0.06)
1 22 1010.3 (£0.21) 1.78 (£0.04) 215 (+0.09) 083 (x0.07) 1.32 (x0.12)
2 21 1010.6 (+0.23) 1.75 (£0.04) 208 (x0.09) 094 (x0.09) 1.14 (x0.1)
3 20 1011.2 (+0.44) 1.87 (£0.07) 2.23 (+0.1) 0.89 (x0.08)  1.34 (x0.08)
4 20 1011.1 (+0.18) 1.87 (+0.06) 245 (+0.19) 089 (x0.07) 157 (x0.17)
5 22 1010.6 (+0.33) 1.83 (£0.06) 1.99 (+0.14) 069 (x0.07) 130 (x0.12)
6 24 1011.3 (£0.41) 1.81 (+0.03) 1.98 (£0.08) 073 (x0.04)  1.25(0.09)
7 31 1011.0 (+0.33) 1.87 (+0.05) 203 (+0.09) 073 (x0.07) 1.30 (x0.07)
8 38 1010.4 (+0.15) 1.85 (+0.03) 1.82 (x0.03) 066 (x0.03) 116 (+0.05)
9 41 1010.7 (+0.29) 1.80 (+0.03) 1.86 (x0.06) 097 (x0.05) 129 (+0.06)
10 44 1010.8 (+0.34) 1.78 (+0.03) 193 (20.05) 098 (x0.04)  1.35(x0.04)
11 29 1011.1 (£0.47) 1.79 (£0.05) 205 (x0.07) 064 (x0.07) 142 (+0.06)
Pos-parto 33 1010.4 (+0.28) 1.77 (+0.03) 194 (+0.06) 069 (+0.06)  1.26 (+0.07)




—_—

1
2
3

- O O o0 N oo b~

39

Foi observado um aumento significativo (p=0,05) nas médias da densidade no
6° més gestacional em relagdo ao momento ndo gestante (Figura 3). Entretanto, as

médias da densidade ficaram dentro dos valores de referéncia.

1014

* (pg
1013 (p=0.05)

1012

1011

1010

Densidade do Liquido peritoneal

1009

IR T T T T T T T N T T T N T T T N T T T T T T T T N |

[¢:2 Meses Gestacionais Q‘o"
0
$,b

Figura 3. Média da densidade do LP com Erro Padrao na barra de erros medida pelo refratdmetro de
acordo com os periodos observados.

As concentragdes médias das proteinas aferidas por refratometria
permaneceram dentro do valor de referéncia determinado para a espécie equina.
Ainda assim, houve um aumento significativo (p<0,03) em todos os periodos
observados em relagdo ao periodo nao gestante, exceto no 2° més de gestacao,

quando o aumento n&o foi significativo (p=0,06), conforme Figura 4.
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Figura 4. Média da Proteina (g/dL) do LP com Erro Padrao na barra de erros, avaliado por refratometria,
de acordo com os periodos observados.

Em relacdo a concentragcado da proteina do liquido peritoneal pelo método de
Biureto, as médias também permaneceram dentro dos limites de referéncia. Porém,
foi observado um aumento significativo (p=0,05) no 3° e 4° més gestacional em relagao
ao periodo ndo gestante. Também foram constatadas diferengas significativas

(p<0,05) entre determinados meses durante os periodos avaliados (Figura 5).
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Figura 5. Média da Proteina (g/dL) do LP com Erro Padréo na barra de erros, avaliada pelo método de
Biureto, de acordo com os periodos observados.
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As albuminas avaliadas no liquido peritoneal tiveram suas respectivas
concentracbes médias dentro dos limites de referéncia. Todavia, verificou-se um
aumento significativo (p=0,05) do 2° més gestacional em relagdo ao periodo néo
gestante. Foi observada uma diminuicdo significativa (p<0.05) entre meses

gestacionais distintos (Figura 6).
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Figura 6. Média da Albumina (g/dL) do LP com Erro Padrdo na barra de erros de acordo com os
periodos observados.

Ja na avaliagdo das globulinas, verificou-se que a média do 4° més gestacional
ficou acima do valor de referéncia. Ao avaliar se houve diferencas estatisticas entre
as médias, notou-se um aumento significativo (p=0,02) do 4° més gestacional em
relagdo aos momentos ndo gestante e 2° més gestacional, além de uma diminui¢gao
significativa (p=0,01) do 8° més em relacdo ao 4° més gestacional, conforme

demonstrado na Figura 7.



o N oo o0 B~ WN -

Contagem de Globulina Liquido Peritoneal

14 ]

10 ]

08

Hf

2 * (p<0.05)

%

> 9 Gi A L N

Meses Gestacionais Q-o‘:

42

Figura 7. Média da Globulina (g/dL) do LP com Erro Padréo na barra de erros de acordo com os

periodos observados.

Quanto aos resultados obtidos na avaliagdo celular do liquido peritoneal,

constatou-se que 81% (300) das amostras ndo apresentaram eritrocitos em sua

composicao (Tabela 1). As médias e intervalo de confianga da contagem de células

nucleadas total (x10%/uL) e diferencial (%) nos respectivos momentos estudados,

estao apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Média e (1) intervalo de confianga das amostras de liquido peritoneal para as variaveis: Células Nucleadas Totais, Células Mononucleares (Cél
Mesoteliais e Macréfagos), Neutrdfilos, Linfocitos, Eosindfilos e Basdfilos de acordo com periodo observado.

Periodo Células Células Neutroéfilos Linfocitos Eosinoéfilos Basoéfilos
observado M Nucleadas Totais Mononucleares (%) (%) (%) (%)
(x103/uL) (%)
Nao Gestante 25 0.54 (x0.06) 50.24 (£2.03) 4048 (x2.01) 8.88 (x0.62) 0.80 (x0.18) 0
1 22 0.80 (x0.08) 58.91 (£1.59) 32.32 (#1.35) 5.86 (x0.69) 2.91 (x0.74) 0
2 21 0.61 (x0.06) 64.10 (£1.57) 28.76 (£1.13) 5.38 (x0.9) 1.76 (£x0.47) 0
3 20 0.72 (+0.08) 67.80 (x1.44) 27.00 (x1.27) 4.90 (x0.56) 0.30 (x0.15) 0
4 20 0.84 (x0.11) 63.65 (£1.21) 29.85 (£1.14) 4.15 (x0.47) 2.35 (20.9) 0
5 22 0.67 (x0.05) 62.73 (+£1.26) 30.73 (x1.5) 4.09 (x0.54) 2.82 (£1.14) 0
6 24 0.80 (x0.12) 65.46 (£1.65) 2717 (£1.59) 542 (x0.66) 1.88 (x0.79) 0
7 31 0.79 (£0.22) 62.55 (£1.37) 3042 (x1.27) 4.71 (x0.52) 2.26 (x0.73) 0
8 38 0.77 (x0.09) 58.92 (£1.2) 3213 (x1.03) 7.74 (x0.73) 1.47 (+0.48) 0
9 41 0.92 (x0.12) 60.54 (£1.35) 29.66 (£1.11) 6.68 (x0.6) 2.02 (x0.44) 0
10 44 0.81 (x0.09) 60.50 (x1.27) 29.98 (x1.11) 7.23 (¢0.59) 2.30 (x0.62) 0
11 29 0.75 (20.12) 55.34 (£1.8) 30.14 (£1.54) 13.21 (x1.36) 1.55 (x0.47) 0
Poés-parto 33 0.79 (+0.08) 59.70 (x1.78) 32.85 (x1.62) 4.88 (x0.41) 2.03 (x0.51) 0
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A média da contagem das células nucleadas total permaneceu dentro do valor
de referéncia. Foi identificado um aumento significativo (p=0,05) do 9° més gestacional

comparado com o periodo ndo gestante (Figura 8).
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Figura 8. Média da contagem de células nucleadas total (x10%uL) no LP com Erro Padrdo na barra de
erros, de acordo com os periodos observados.

Na contagem diferencial de células nucleadas notou-se que no percentual de
células mononucleares (células mesoteliais mondcitos/macrofagos) as respectivas
médias em cada periodo avaliado mantiveram-se dentro dos limites de referéncia. No
entanto, foi constatado um aumento significativo (p<0,01) no numero de células
mononucleares em todos os meses gestacionais e no pods-parto, em relagdo ao
periodo ndo gestante. Diferencas significativas também foram notadas entre os

diversos meses gestacionais e pos-parto (Figura 9).
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Figura 9. Média das células mononucleares (%) do LP com Erro Padrao na barra de erros, de acordo
com os periodos observados.

A média dos percentuais de linfécitos nos seus respectivos momentos,
permaneceu dentro dos limites de referéncia. Notou-se um aumento significativo
(p<0,01) do 11° més gestacional comparado com os demais momentos. Também
foram constatadas diferengas significativas entre os meses gestacionais e periodo

pos-parto (Figura 10).
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Figura 10. Média dos linfocitos (%) do LP com Erro Padréo na barra de erros, de acordo com os
periodos observados.



46

Nao houve alteragcdo na média percentual de neutrofilos em relacdo aos
valores de referéncia. No entanto, observou-se uma diminui¢do significativa (p<0,01)
em todos os meses gestacionais e no periodo pés-parto, em contraste com o periodo

nao gestante (Figura 11).
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Figura 11. Média dos neutrdfilos (%) do LP com Erro Padréo na barra de erros, de acordo com os
periodos observados.

Assim, como as demais células, o percentual médio de eosindéfilos permaneceu
dentro dos valores de referéncia. Além disso, ndo houve diferenga significativa
(p>0,05) entre os momentos estudados (Figura 12). Nao foram encontrados baséfilos

na avaliagao citolégica das amostras de liquido peritoneal.
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Figura 12. Média dos eosindfilos (%) do LP com Erro Padrao na barra de erros, de acordo com os
periodos observados.

Pelo teste de Correlagdo de Pearson observou-se correlagao significativa
(p<.0001) entre a concentragdo de proteina do liquido peritoneal avaliada por

refratometria e a avaliada pelo método de Biureto (r=0,47).

4. DISCUSSAO

Durante todo o experimento, nenhuma égua apresentou efeito colateral, como
celulite, edema local ou peritonite por contaminacéo iatrogénica, em fungdo das
abdominocenteses repetidas. Complicacbes referentes a esse procedimento foram
relatas em estudos pretéritos, como realizado por Tulleners (1983) e Schumacher et
al. (1985) e, geralmente, ocorrem devido a pungdo de alguma alga intestinal
desvitalizada, levando ao extravasamento de conteudo intestinal para a cavidade ou
quando o procedimento n&o é realizado com a devida assepsia.

Em relagdo a avaliagao fisica das amostras de LP, houve um predominio da
cor amarelo palha (76,5%) e aspecto limpido (71,4%), semelhante ao observado por
Frazer et al. (1997) ao avaliarem o liquido peritoneal no periodo periparto e pds-parto
de éguas de diferentes ragcas. Apesar de 7,3% (27) das amostras terem sofrido

contaminagao iatrogénica por sangue durante a coleta, ndo foi observada alteragéo
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nos resultados de concentragcdo de proteina e contagem de células nucleadas total
dessas amostras. Este fato ratifica os achados encontrados por Malark et al. (1992)
que concluiram que até 17% de contaminagdo do LP com sangue nao provoca
alteragao na concentragao de proteina e na contagem de células nucleadas total.

A turbidez do LP é influenciada pela celularidade, pela concentracdo de
proteina e pela presenga de lipideos no liquido (DEHEER et al., 2002). No 4° més
gestacional foi observado um aumento (40%) na proporcao do aspecto turvo. Esse
aumento foi ocasionado pelo aumento da concentragao da proteina no LP durante o
4° més gestacional.

Apesar das médias da densidade das amostras do LP estarem dentro da faixa
de referéncia, notou-se um aumento significativo apenas no 6° més. Nos demais
meses nao houve diferenca significativa. Resultado semelhante foi obtido por Van
Hoogmoed et al. (1996) ao avaliarem o LP de éguas no periodo periparto e pds-parto,
nao detectando diferenca estatistica na densidade do LP. O aumento observado no
6° més gestacional se deu muito mais por influéncia de um resultado mais elevado
(1020) do que uma tendéncia de alta nesse especifico més. Durante a analise dos
dados, alguns resultados foram considerados outliers e foram retirados da analise. No
caso especifico da densidade, havia um outlier cuja densidade era de 1028 e acabou
sendo retirado da analise. O segundo valor mais alto encontrado foi 1020 (12
amostras), porém, esse valor ndo influenciou nas médias dos demais meses
gestacionais.

As proteinas presentes no fluido peritoneal sdo oriundas do plasma sanguineo
e chegam a cavidade abdominal apds passarem pela camada de células mesoteliais
e fina lamina basal do peritbnio. Por conta dessa barreira que torna o LP um
ultrafilirado do plasma, é que suas concentragbes proteicas sdo proporcionalmente
menores que as do plasma (DEHEER et al.,, 2002; LHAMAS et al., 2014). Assim
sendo, as proteinas do LP sdo compostas basicamente por albumina e globulinas com
uma infima quantidade de fibrinogénio (DEHEER et al., 2002).

As concentragdes das proteinas no liquido peritoneal podem ser avaliadas
tanto pelo refratdbmetro de Goldberg quanto pelo método de biureto em bancada.
Apesar da avaliagao por refratometria ser bastante frequente entre os veterinarios de
campo ja que € uma metodologia de facil execucéo, rapida e de baixo custo (DEHEER
etal., 2002), o método de Biureto tem a vantagem de ser mais preciso nos resultados,

sobretudo nas concentragdes que variam de 1-10g/dL (KANEKO, 1997).
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As meédias das concentragbes de proteina no LP para ambas metodologias
permaneceram dentro do valor de normalidade (< 2,5g/dL) para equinos saudaveis
(DEHEER et al., 2002). Assim como as médias das proteinas avaliadas por
refratometria foram inferiores a 2,0 g/dL, semelhante ao encontrado por Duesterdieck-
Zellmer et al. (2014), que avaliaram equinos saudaveis e por Van Hoogmoed et al.
(1996) e Frazer et al. (1997), que avaliaram éguas gestantes no periodo periparto e
pos-parto. Por outro lado, as médias das proteinas avaliadas pelo método de Biureto
permaneceram acima de 2,0 g/dL em 6 dos 13 periodos observados (Tabela 3). Essa
discrepancia entre as médias obtidas nos dois métodos pode ter ocorrido devido a
maior especificidade do método de Biureto. Apesar do teste de correlacdo de Pearson
entre esses dois métodos ter sido significativo (p<0,0001), houve uma fraca correlagéao
positiva (r= 0,47). No entanto, Rose et al. (2016), ao avaliarem a concentragcdo de
proteina no LP por refratometria e pelo método de biureto de cides acometidos por
doencas inespecificas, encontraram uma forte correlacéo significativa (p<0,0001)
entre os dois métodos no teste de correlacdo de Spearman (rs=0,908).

Embora a literatura relate que os niveis séricos de proteina plasmatica tendem
a diminuir durante a gestagdo em fungdo da diminuigdo dos niveis de albumina
(KANEKO, 1997), o mesmo ndo foi observado, no presente estudo, em relacéo a
concentracao de proteina no LP.

Ao avaliar a dindmica da proteina aferida por refratometria, constatou-se um
aumento significativo em praticamente todos os momentos gestacionais (exceto o 2°
més gestacional, p=0,06) e pos-parto, comparado com o0 momento nao gestante. Esse
viés de aumento observado pode ter ocorrido em fungdo das demandas metabdlicas
que uma gestagao exige, recrutando mais proteinas carreadoras para transporte de
nutrientes para garantir substrato para o desenvolvimento fetal (JAINUDEEN e
HAFEZ, 2004).

Ao avaliar a dindmica da curva da proteina no liquido peritoneal pelo método
de Biureto (Figura 5), observamos um decréscimo na concentragao proteica no 2° més
gestacional. Essa diminuicdo coincide com a transicdo da fase embrionaria para a
fase fetal e, de certa forma, essa mudanca pode ter contribuido para essa queda. O
pico na concentragao de proteina observado no 4° més gestacional ocorreu devido ao

aumento na concentragao de globulina nesse més.
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As albuminas, apesar de serem as proteinas mais abundantes no plasma,
tendem a diminuir seus niveis durante a gestagao (KANEKO,1997). Ao analisar a
curva da concentragao de albumina no LP (Figura 6), observamos que ha um aumento
na sua concentragao no inicio da gestacao, sendo esse significativo (p=0,05) no 2°
més gestacional. Esse aumento pode estar relacionado a fase embrionaria que possui
uma demanda metabdlica muito grande, ja que a taxa de crescimento é alta
(JAINUDEEN e HAFEZ, 2004). Depois, nos meses subsequentes da gestacgao,
constatou-se uma diminuigao gradativa nos niveis, corroborando com o descrito por
Kaneko (1997). No terco final da gestagdo, quando ha uma série de interagdes
metabdlicas entre o feto e a mae, observou-se uma tendéncia de elevagao nos niveis,
apesar desse aumento nao ter sido significativo (p=0,9).

Seguramente, as globulinas tendem a aumentar discretamente durante a
gestacdo (KANEKO, 1997). Isso se deve a atividade de algumas a-Globulinas e B-
Globulinas que atuam no metabolismo materno e fetal. Dentre as a-Globulinas que
aumentam na gestagdo, temos a Globulina Ligadora de Tiroxina (TBG) e a ai-
Fetoproteina produzida pelos hepatdcitos do feto, cuja fungcdo € desconhecida
(KANEKO, 1997). A TBG transporta o horménio T4, que tem como uma de suas
funcdes, aumentar a taxa de consumo de O2, uma vez que as demandas metabdlicas
estdo mais intensas (DICKSON, 1996). Quanto as B-Globulinas, a Transferrina,
globulina transportadora de ferro, acaba tendo uma maior producdo durante a
gestacao, ja que ha uma demanda maior na producao de hemacias. Esses fenbmenos
talvez expliquem o aumento observado na dindmica da globulina (Figura 7). A partir
do 9° més de gestacao, observou-se uma elevagao das concentragdes de proteina e,
sobretudo, nas concentragdes de globulina. De fato, proximo ao parto, profundas
alteragbes na fisiologia gestacional ocorrem e uma delas € um pico na concentragao
das y-Globulinas (KANEKO, 1997). Perto do parto, uma série de eventos endocrinos
ocorrem no feto, como o aumento da produgédo da prostaglandina E2 (PGE2). Isto
estimula o eixo Adrenal-Hipdéfise-Hipotalamico do feto que libera o hormdnio
adrenocorticotréfico (ACTH) que, por sua vez, atua nas adrenais fetais, liberando
cortisol (FOWDEN et al., 2008; JAINUDEEN e HAFEZ, 2004). Esse aumento nos
niveis de cortisol fetal, ao chegar a circulagdo sanguinea materna, resulta numa
diminuicdo da concentragao sérica de proteina (KANEKO, 1997). Esse acontecimento
ajuda a entender a queda nos niveis de proteina e globulina do LP no momento pds-

parto.
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Em relacdo a avaliagao celular do liquido peritoneal, as médias permaneceram
abaixo de 1000 células/puL, semelhante ao encontrado por Frazer et al. (1997), no
grupo de éguas que pariram sem complicagdes. Van Hoogmoed et al. (1996) também
relataram contagens de células nucleadas menores que 5000 células/uL nas amostras
de LP antes do parto e no pds-parto. Todavia, animais acometidos por sindrome
colica, dependendo da gravidade das alteragdes, apresentam contagens de células
nucleadas acima de 20.000 células/uL (GARMA-AVINA, 1998). No decorrer da andlise
de dados, foram identificados dois resultados outliers (7.160 e 7300 células/uL) que
foram retirados das analises por estarem interferindo diretamente no resultado das
meédias, levando a uma analise incorreta na dindmica das células nucleadas totais.
Com isso, o valor mais alto encontrado em todas as amostras foi 5.300 células/uL, em
uma unica égua, nao interferindo nos resultados.

Quanto a contagem diferencial das células nucleadas, optou-se por classificar
no mesmo grupo celular (células mononucleares) as células mesoteliais, mondcitos e
macrofagos, a exemplo do que foi feito em estudos prévios (BROWNLOW et al., 1981;
DEHEER et al., 2002; VAN HOOGMOED et al., 1996). A literatura cita diversos
meétodos de coloragdo da lamina de citologia de liquido peritoneal. Porém, todas
derivaram da técnica de Romanowsky. No presente estudo, as laminas foram coradas
pelo corante Pandtico rapido, tendo sido bastante eficiente na coloracdo das células
presentes no LP. Durante a leitura das laminas de LP, nao foi identificada a presenca
de basdfilo. Este resultado foi semelhante ao obtido por Frazer et al. (1997), que nao
relataram a presencga de basofilos em suas amostras, e por Grama-Avifia (1998) que,
em 100 laminas pesquisadas, s6 encontrou 1 basofilo em 2 ldminas analisadas.

Ao analisar a dinamica citolégica do liquido peritoneal, observou-se que as
células mononucleares predominaram em todos os momentos, comparando-as com
as outras células. Esta observacgao foi diferente do que foi descrito por Barrelet (1993),
onde foi observado um predominio de polimorfonucleares (neutréfilos) em animais
higidos. Também foi diferente dos resultados encontrados por Van Hoogmoed et al.
(1996), que observaram um predominio médio dos neutrdéfilos nos momentos periparto
e pos-parto. O fato das células mesoteliais ndo sé revestirem todos os 6rgaos, mas
também a superficie parietal da cavidade abdominal, pode levar a crer que durante a
gestacdo, com o aumento do volume do utero, pode ocorrer uma maior descamagao
de células mesoteliais que o revestem, podendo refletir numa maior propor¢ao desse

grupo celular, divergente ao descrito pela literatura. Ao avaliar a curva das células
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mononucleares (Figura 9), observou-se um aumento significativo (p<0,01) em todos
0s momentos gestacionais e pos-parto. Exceto no 11° més, quando foi verificada uma
queda acentuada na média. Por outro lado, ao avaliarmos a dindamica dos linfocitos,
observamos um aumento significativo (p<0,0001) no 11° més gestacional, seguido de
uma queda no pos-parto. Possivelmente, esse fendbmeno reflete uma modificagédo
sistémica, uma vez que, proximo ao parto, ocorre um maior recrutamento de y-
Globulinas e, consequentemente, um maior numero de linfécitos sédo recrutados para
producao de anticorpos. A queda no pés-parto possivelmente ocorreu em fungao dos
elevados niveis de cortisol liberados pelo feto no final da gestagao.

Na observagao da curva dos neutrofilos (Figura 11), nota-se uma diminuigéao
significativa em todos os momentos em relagdo ao momento ndo gestante. Isso se
deve a uma maior proporgao das células mononucleares que foram observadas ao
longo da gestagcdo. Em animais acometidos por peritonite ou por sindrome cdlica,
frequentemente, essa populagao celular esta presente em maior numero (FALEIROS
et al., 2011; MENDES et al., 1999). Uma vez na cavidade abdominal, o neutréfilo nao
retorna mais para circulagdo sanguinea, portanto, é frequente observar neutrdfilos
hipersegmentados e, em casos severos de inflamagdo na cavidade, pode-se
encontrar bastdes, o que indicaria uma maior severidade do quadro (DEHEER et al.,
2002).

Em, aproximadamente, 30% (110) das laminas de LP analisadas foram
encontrados eosindfilos. A presenca de eosindéfilos no liquido peritoneal pode estar
relacionada a migracao parasitaria e, em alguns casos, pode ser encontrado também
em animais com endotoxemia (BARRELET, 1993). Os resultados referentes aos
achados de eosinodfilos ndo demonstraram diferenca estatistica entre as médias nos
mais variados momentos, conforme observado na Figura 12. As médias encontradas
estiveram abaixo do limite maximo de normalidade. Apesar das éguas serem
vermifugadas periodicamente, todas elas eram criadas a pasto, onde o controle
parasitario € mais dificil de ser executado. Este fato pode ter contribuido para a
identificacéo de eosinofilia (>5%) em 12% (44) das amostras analisadas.
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5. CONCLUSAO

As abdominocenteses repetidas ndo geraram complicagbes nas pacientes
avaliadas. Desta forma, este procedimento quando realizado em animais sadios e em
conformidade com as técnicas de higiene e assepsia preconizadas, representa baixo
risco para 0os animais.

A composigao fisico-quimica e celular do liquido peritoneal de éguas gestantes
apresentou diferencas estatisticas significativas em praticamente todas as variaveis
estudadas, entre o momento ndo gestante, os diversos momentos gestacionais e
momento pés-parto.

Apesar da gestacao alterar a dindmica da composic¢éo fisico-quimica e celular
do LP, quando comparado com éguas nao gestantes, nao foi observado um aumento

ou diminuicdo das médias frente aos valores de referéncia citados na literatura.
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ANEXOS

Anexo A - Modelo de Ficha de campo utilizado nas coletas durante o experimento

FICHA DE CAMPO
22 gestacao Momento: Data:

| Nome | poso [ | couce [Sa8R 7.7 [ 7, | Weoute [ Soopa] Coan | Cor [ Mgl | OeeeRuiGho

3 | Alicate pampa

4 Lolita

5 | Estima

6 | Jatai

9 | Granada

11 | Aline

12 | Atena

14 | Heroina

16 | Libra

18 | Rapadura

21 | Baia sem papel

35 | Framboesa
Cor: (1) Amarelo Palha; (2) amarelo; (3) Laranja; (4) Vermelho ~ Aspecto: (0) limpido; (1) turvo; (2) sanguinolento
|




ANEXO B - Ficha do laboratério setor de Patologia Clinica do Hospital Veterinario da (UENF)

&:% UWENEEddo Nod Fiuninenss Dacy Rboio

CCTA/LCCA/PATOLOGIA CLINICA

EXAMEFiSICO ' *

Volume (mL):

Cor:

DERRAMES CAVITARIOS N°/18
Nome: Data: /18
Espécie: \dade: CONTAGEM CELULAR
Raga: Sexo: Células nucleadas:  /pL
Proprietario:
Médico Veterinario: Dr®. CITOLOGIA

Odor: Caracteristico -

Aspecto: e YO A CLASSIFICAGAQ DOS DERRAMES CAVITARIOS ( Lopes et al., 2007)
Densidade: - 5 - PARAMETROS | TRANSUDATO | TRANS. | ExsuDATO
Sedimento: = = -
= Proteinas Totais (g/dL) <25 25-75 >30
Cor do Sobrenaq‘ante. Contagem Tolal d6 S
- ; L Mosowiest i <1500 1.000a7.000 57.000
-~ EXAME QUIMICO- - ;-, e 8]
- R | Densidade <1017 1017 -1025 >1025
Proteinas: , | Bactérias Ausentes Ausentes Variavel
Glicose: “) Linfecit 7
H: BLCks, Neutrsfilos
zemoglobina' Células Predominantes Manoniceass .Mmm,tp.s' Macrofagos
Leucdcitos: Hemaces

Proteinas (refratometro de Abbe):
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