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USO DO TESTE DE CLEMENTS MODIFICADO E DENSIDADE OPTICA DO
LIQUIDO AMNIOTICO E ALANTOIDEANO PARA AVALIACAO DA
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RESUMO

O feto prematuro ndo sobrevive a vida extra-uterina devido a imaturidade de 6rgdos vitais,
como os pulmdes. O objetivo desse trabalho foi avaliar a maturidade pulmonar pelo teste de
Clements modificado e densidade optica dos fluidos fetais. Foram avaliadas 40 amostras de
liquidos amnidtico e alantoideano colhidos durante a cesariana de 16 cadelas. Ajustes
realizados no teste de Clements permitiram a analise dos liquidos fetais na espécie canina,
promovendo resultados confiaveis (p<0,05) para as dilui¢cdes gradativas (de 0,9mL a 0,6mL)
com etanol a 95%. Na densidade 6ptica (DO) dos liquidos fetais foram encontrados valores
médios de 0,220+0,190 para o amniotico e 0,250+0,02 para o alantoideano, sendo indicativo
de maturidade pulmonar, visto que sao superiores a 0,150, valor proposto na medicina
humana como indicativo de maturidade do orgdo. Portanto, conclui-se que informagdes
basicas sobre a maturidade e a viabilidade do feto canino podem ser avaliadas pelo teste de
Clements modificado e densitometria Optica dos fluidos fetais.

Palavras-chave: maturidade, fluidos fetais, canino.

USE OF CLEMENTS’ MODIFIED TEST AND OPTICAL DENSITY IN AMNIOTIC
AND ALLANTOID FLUIDS FOR EVALUATION OF PULMONARY MATURITY IN
DOGS

ABSTRACT

The premature fetus cannot survive in the extra uterine life due to immaturity of vital organs
like the lungs. The aim of this study was to assess lung maturity by Clements’ modified test
and optical density of fetal fluids. We obtained 40 samples of amniotic and allantoids fluid of
16 pregnant bitches collected during cesarean section. Adjustments to the Clements’s test
improved the analysis of fluids in canine’s species, promoting reliable results for the dilutions
(from 0.9 mL to 0.6 mL) with 95% ethanol. In optical density (OD) of fetal fluids we found
0.220 £ 0.190 for the amniotic fluid and 0.250 + 0.02 for allantoids. This fact is indicative of
lung maturity (= 0.150) in human medicine. Based on these data it is concluded that basic
information about the maturity and viability of canine fetus can be evaluated by Clements’
modified test and optical density of fetal fluids.

Key words: maturity, fetal fluids, canine.

! Professor Adjunto da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Estadual Paulista Julio Mesquita Filho,
Departamento de Reprodug@o e Radiologia Veterinaria, nereu@fmvz.unesp.br . Suporte financeiro: FAPESP.

2 Professora da P6s-Graduagio em Cirurgia e Anestesiologia Veterinaria da Universidade de Franca.

3 Pos-Graduanda do Departamento de Reprodugio e Radiologia Veterinaria, FMVZ, UNESP — Botucatu.

* Médica Veterinaria Auténoma.

Barreto CS. et al. Uso do teste de Clements modificado e densidade optica do liquido amniotico e alantoideano

para avaliacdo da maturidade pulmonar em cées. Vet. e Zootec. 2011 mar.; 18(1): 63-69.



mailto:nereu@fmvz.unesp.br

ISSN 0102-5716 Veterinaria e Zootecnia 64

USO DE LA PRUEBA DE CLEMENTS Y DENSIDADE OPTICA DE EL LiQUIDO
AMNIOTICO Y ALANTOIDEO PARA EVALUACION DE LA MADUREZ
PULMONAR EN PERROS

RESUMEN

El feto prematuro no sobrevive a la vida extra uterina debido a la inmadurez de los érganos
vitales como los pulmones. El objetivo de este estudio fue evaluar la madurez pulmonar
mediante la prueba modificada de Clements y la densidad Optica de los fluidos fetales. Se
obtuvieron 40 muestras de liquido amnidtico y alantoideo de 16 perras gestantes colectadas
durante la cesarea. Ajustes en el test de Clements favorecieran el andlisis del liquido en la
especie canina, promoviendo resultados confiables (p <0,05) para las diluciones utilizadas
(de 0,9mL a 0,6mL) con etanol a 95%. En la densidad optica (DO) de los liquidos fetales fue
encontrado 0,220 £+ 0,190 para el amnidtico y 0,250 + 0,02 para el alantoideo, lo que es
indicativo de la madurez pulmonar (> 0,150) en la medicina humana. Basandose en estos
datos se concluye que la informacion basica acerca de la madurez y viabilidad del feto canino
puede ser evaluada mediante las pruebas de Clements modificada y de la densidad optica de
los fluidos fetales.

Palabras-clave: madurez, liquidos fetales, canino.

INTRODUCAO

A duragdo da gestacdo na cadela ¢ relativamente curta, sendo fundamental que os fetos
estejam totalmente maturos para que sobrevivam apos o parto. A determinagdo da maturidade
fetal permite estimar a probabilidade de sobrevivéncia dos filhotes e estabelecer terapias pré-
natais que possam aumentar as chances de sua sobrevivéncia (1).

O crescimento do feto requer elementos organicos e inorginicos que estdo em
suspensao ¢ em dissolu¢cdo nos fluidos fetais (2). A anélise destes elementos torna possivel
compreender os processos bioquimicos que envolvem a formagdo e o metabolismo do
concepto (3,4). Além disso, com o avanco das técnicas de diagnostico intra-uterino, € possivel
instituir um programa de detecgdo e preven¢do de saude da mae e do feto (5).

Para adapta¢do do neonato a vida extra-uterina ¢ essencial que haja uma quantidade
adequada de surfactantes, para revestir os espagos aéreos dos pulmdes (6). Essas substancias
sao produzidas e estocadas nos pneumocitos tipo II (7). A principal fun¢do dos surfactantes ¢
inibir, seletivamente, a entrada de liquidos nos pulmdes, pela formacdo de barreira
lipoprotéica na parede dos alvéolos (8), havendo aumento da pressao intra-vascular e estimulo
da expiracao nos neonatos (9, 10).

Alguns testes sdo utilizados para averiguar a quantidade de surfactante no liquido
amnidtico, como o Shake Test ou Teste de Clements e o Tap Test (11-14). Estes testes sao
considerados simples, rapidos e de baixo custo. A mensuracdo baseia-se na formagdo e
estabilidade de bolhas, quando se mistura o liquido amniotico, em diferentes diluigdes, com
etanol. Quanto maior a estabilidade das bolhas, maior sera a quantidade de surfactantes
presentes (12,14).

O teste de densitometria Optica pode ser utilizado na avaliagdo da maturidade fetal. O
aumento das células epiteliais de origem pulmonar, pele e trato digestorio, além do inicio da
atividade das glandulas sebaceas no feto sdo responsaveis pelo aumento da turbidez do
liquido amnidtico no final da gestacao (15). O teste ¢ baseado na determinacdo da densidade
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optica do liquido amniotico pelo espectrofotometro colorimétrico, utilizando-se agua destilada
como controle. Valores superiores a 0,150 indicam maturidade pulmonar em humanos (16).

O teste de Clements em trés tubos e a densitometria Optica em espectrofotometro
colorimétrico a 650nm foram indicados como métodos diagnodstico ideais para predizer a
maturidade fetal em humanos (17).

O presente estudo teve como objetivo avaliar a maturidade pulmonar fetal, pelo Teste
de Clements “modificado” e a densitometria optica dos liquidos aminiotico e alantoideano de
cadelas, com intuito de identificar possiveis correlagdes e estabelecer parametros fisiologicos
que possam ser Uteis na clinica obstétrica de cadelas.

MATERIAL E METODOS

Foram colhidas 40 amostras de liquidos aminidtico e alantoideano durante a cesariana
de 16 cadelas no Setor de Obstetricia de Pequenos Animais da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de
Botucatu — SP. A idade gestacional foi determinada pelos sinais classicos de inicio de parto,
avaliagdo ultrassonografica (Scanner 240 — Pie Medical) e aparéncia dos fetos. A raca, peso e
idade das cadelas ndo foram considerados visto que a unidade de estudo foram os fetos com
0s anexos embrionarios.

A colheita das amostras durante a cesariana foi realizada com o auxilio de seringas
graduadas de 5,0mL acopladas a agulhas descartaveis (40x16mm). Para proceder a
identificacdo dos fluidos, realizou-se dissecagdo da membrana corioalantoideana e amniotica.

O material em duplicata foi armazenado em tubos plasticos de 1,5ml, previamente
identificados. As amostras foram avaliadas no Laboratorio de Reproducdao de Pequenos
Animais e Silvestres (REPAS) da FMVZ (UNESP — Botucatu).

O Teste de Clements “modificado” foi baseado na reacdo de saponificacdo dos
surfactantes das amostras de liquido aminidtico e alantoideano total e nas dilui¢cdes gradativas
(de 0,9mL a 0,6mL) com etanol a 95%, observando a formagdao de halo de espuma que
recebeu valores de 0 — 4 de acordo com a intensidade.

No teste de densitometria Optica (DO) a 650nm, uma aliquota de cada fluido foi
centrifugada por 10 minutos a uma velocidade de 2.500 rpm. O sobrenadante foi colocado em
cubetas de quartzo e avaliado em espectrofotometro colorimétrico no comprimento de onda
de 650nm. Agua destilada foi utilizada como branco na leitura. Quando o valor da DO foi
superior a 0.150 o feto foi considerado maturo, seguindo o padrao da medicina humana (17).

Os dados das avaliagdes foram utilizados para o célculo de medidas descritivas (média e
desvio padrdo). Testou-se nos fluidos as varidveis e as interagdes entre elas, ajustando os
modelos hierarquicos onde o efeito das maes e dos fetos foram aleatorios.

As diferengas com probabilidade de significancia menor que 5% foram consideradas
significativas para o teste-t. As analises foram executadas pelo Proc Mixed, SAS versao 6.12.

RESULTADOS

Os valores das médias e desvios padrao dos liquidos amnidtico (n=40) e alantoideano
(n=40) de cadelas (n=16) para Teste de Clements “modificado” (TC) (0,9; 0,8; 0,7; 0,6) e
densidade optica (DO) encontram-se na Tabela 1.
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DISCUSSAO

A avaliagao dos fluidos fetais no momento do parto reflete a sincronia entre a fisiologia
materna ¢ do concepto e gera subsidios sobre procedimentos que aumentam a viabilidade
neonatal.

A colheita dos fluidos fetais, durante o procedimento da cesariana, exigiu cuidados
especiais para permitir a respiragdo do neonato e impedir perdas significativas do volume
devido as laceragdes nas membranas fetais. No entanto, o reduzido volume das amostras
dificultou as mensuragdes, sendo o volume médio de 5,0mL.

Tabela 1. Valores (média e desvio padrdo) para o Teste de Clementes (TC) e a densidade
optica (DO) dos liquidos amnid6tico e alantoideano (n=40) de cadelas (n=16).

Variaveis Liquido Amniético Liquido Alantoideano
TC0,9 2,13+0,16" 0,6 +0,78*
TC 0,8 1,23+0,95° 0,18+0,38°
TC 0,7 0,45+0,64° 0,03+0,16*
TC 0,6 0,13+0,4 0,03+0,16
DO 0,220 + 0,190 0,250 + 0,02

? indica diferenca significativa entre linhas p<0,05

Ao realizar a técnica proposta por Clements ndo foi observado halo de espuma em
nenhum dos tubos. Assim, foi recomendado pelo Laboratério de Liquidos da Faculdade de
Medicina (UNESP-Campus de Botucatu) a ndo diluicdo das amostras com a solugdo
fisiologica e apenas com etanol a 95%, obtendo-se resultados positivos e confidveis (Teste de
Clements “modificado”). O teste de Clements ndo propde avaliagdo das amostras sem
diluigdo prévia.

Das amostras com diluicdo TC 0,9; 3 amostras de liquido amnidtico e 23 de liquido
alatoideano, ndo apresentaram formacdo do halo de espuma. A auséncia de halo nas 3
amostras de liquido amnidtico sugere a contaminagdo com sangue ou mecoOnio, 0S quais
impedem a formagdo de halo (7; 10).

Os valores médios das diluicdes TC 0,9; TC 0,8 e TC 0,7 apresentaram diferenca
estatistica entre os liquidos fetais pelo teste-t com p<0,05. A anélise desta diferenga reforcou a
idéia da importancia dos fluidos fetais sobre a maturidade do concepto, a qual estd
correlacionada com o tipo de liquido e sua intimidade com o feto.

Os valores da diluigao TC 0,9 para o liquido alantoideano podem ser justificados pela
contaminagdo no momento da coleta ou decorrente da interrelacdo existente entre os dois
compartimentos. Nas outras dilui¢des (0,8; 0,7 e 0,6) os resultados para os dois liquidos
apresentaram-se dentro da faixa de normalidade, conforme descrito na literatura em humanos
(12).

Nas dilui¢des TC 0,8, TC 0,7 e TC 0,6 houve reducao gradual da formacao do halo no
liquido amnidtico. Quanto maior a quantidade de surfactante, maior ¢ a formacdo e
estabilidade das bolhas presentes no halo, confirmando a hipotese de que quanto maior a
diluicao, menor serd o halo (11).

No liquido alantoideano a média dos valores das dilui¢des (0,8; 0,7 e 0,6) demonstraram
diminui¢do gradativa, estando de acordo com a literatura para liquidos contendo meconio (7).
A disposicdo anatomica da vesicula alantoideana condiz com os valores insignificantes
encontrados na avaliacdo de Clements, visto que ndo € esperada a presenca de surfactante
neste compartimento (18). A média e o desvio padrao na diluicdo TC 0,9 (0,65+0,78),
possivelmente se deve a propor¢ao do liquido alantoideano:etanol 95%.
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Nao ha relatos na literatura da avalia¢ao do liquido alantoideano na espécie humana, por
ser estrutura vestigial (19), o que dificultou a discussdo comparativa mais profunda. A
presenca acidental de liquido amnidtico no momento da coleta do liquido alantoideano nao
deve ser descartada, visto que houve a necessidade do rompimento das membranas para
favorecer a respiragdo do neonato (4).

Os dados da dilui¢ao TC 0,9 do liquido amniotico apresentaram correlagdo positiva com
a dilui¢ao TC 0,8 (r=0,791), a qual apresentou correlagdo positiva com a diluicao TC 0,7
(r=0,549) e com a TC 0,6 (r=0,326). Adicionamente, correlacdo positiva foi observada entre
TC 0,7 e a TC 0,6 (=0,571). No liquido alantoideano, o teste de Clements apresentou
correlacdo positiva entre as dilui¢des TC 0,9 e TC 0,8 (r=0,582), sendo que TC 0,8 apresentou
correlagdo com as diluigdes TC 0,7 (r=0,348) ¢ TC 0,6 (r=0,348). A correlagdo entre as
dilui¢des pode ser justificada pela diferenca gradativa na concentragdo de surfactantes nas
amostras.

No liquido amniético, quatro amostras apresentaram formagdo de halo de espuma
representativo, sendo duas de fetos da mesma mae. A amostra de um destes fetos apresentou
reacdo para a dilui¢do TC 0,9 no liquido alantoideano, o que pode ser indicativo de falhas de
coleta. Foi observado auséncia do halo de espuma em trés amostras do liquido amniotico,
sendo questionavel, tendo como base as observacdes descritas na literatura quanto a presenga
de resultados intermediarios ou negativos (12).

Os resultados do teste de Clements ndo sdo tdo confiaveis quanto o Tap Test ou a
absorbancia a DO 650nn. O Tap Test proposto por Socol et al. (13) exclui as diluicdes do
teste de Clements e inclui centrifugagdo por 20 segundos das amostras. No entanto, os
pesquisadores ressaltam a necessidade de outros testes para concluir o diagndstico de
maturidade fetal (17). Os testes para predizer a maturidade pulmonar pela deteccdo e
mensuragao qualitativa de surfactantes apresentaram como caracteristicas marcantes a
facilidade de realizacdo e o baixo custo (19,20,21).

Os valores para a densidade oOptica dos fluidos fetais foram de 0,220+0,190 para o
amnidtico e de 0,250+0,08 para o alantoideano, nao sendo observado diferenga estatistica para
o teste-t. Quatorze amostras do liquido amnidtico e quatro do alantoideano apresentaram
valores inferiores aos recomendados na literatura para o liquido humano. Segundo a literatura,
amostras de liquido fetal com valores superiores a 0,150 indicam maturidade pulmonar (17).

Postula-se que o valor limitrofe da densidade oOptica para os fluidos fetais da cadela
deva ser semelhante ao proposto para humanos. Sugere-se que os valores elevados observados
no fluido alantoideano (0,250+0,08) ocorreram devido a presenca de debris celulares e
mecdnio (4), bem como em outras espécies (22, 23).

A escassez de estudos dos parametros propostos para fluido alantoideano dificultou a
interpretagdo mais precisa dos dados.

CONCLUSAO

Com base nos resultados e nas condigdes deste estudo pode-se concluir que o teste de
Clements “modificado” possibilita a analise de fluidos fetais caninos, propiciando resultados
confiaveis, onde as diluigdes (0,9; 0,8 e 0,7) espelham a viabilidade fetal e a maturidade
pulmonar. Adicionalmente, ¢ possivel afirmar que valores superiores a 0,150 na analise da
densidade optica (DO) dos liquidos fetais de caes sao indicativos de maturidade pulmonar.

Protocolo Comissio de Etica FMVZ/UNESP - Botucatu: 30/2002.
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