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Resumo

HAETINGER, Claudia. Proteinas de fase aguda no periparto de éguas com
placentite e seus respectivos neonatos. 2014. 45f. Dissertagdo (Mestrado) -
Programa de PoOs-Graduacdo em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

A placentite ascendente € uma das principais causas de parto prematuro, aborto e
nascimento de potros comprometidos, portanto a busca por marcadores precoces
desta afeccdo se torna fundamental para o diagndstico e tratamento no estagio
inicial da doenca. O objetivo deste estudo é caracterizar a concentracdo de
proteinas de fase aguda no periparto de éguas com placentite e seus neonatos. No
Artigo 1, foram utilizadas 24 éguas da raca Puro Sangue Inglés e seus respectivos
neonatos, os quais foram divididos, através da avaliacdo histopatologica da
placenta, em grupo Placentite (n=11) e grupo Higido (n=13). Os animais foram
submetidos a coleta de sangue no momento do parto, 18 horas e 7 dias ap6s o
parto. No Artigo 2, foram utilizadas 7 éguas mesticas e seus respectivos neonatos,
as quais foram submetidas a inducéo de placentite ascendente entre os dias 290-
300 de gestacdo. As éguas foram submetidas a coletas de sangue 60 dias pré-parto,
30 dias pré-parto, no dia da inducgéo, 24 horas e 48 horas apés a inducgéo, no dia que
antecedeu o parto, imediatamente apds e 24 horas ap0s o parto e 0S neonatos
imediatamente ap0s o nascimento, 12 horas, 24 horas e 48 horas apdés o
nascimento. Em ambos o0s artigos, a concentracdo sérica de proteina total foi
determinada pelo método colorimétrico, e a leitura realizada por espectofotdmetro e
para a obtencdo da concentracdo das fracGes proteicas, utilizou-se eletroforese em
gel de acrilaminada contendo dodecil sulfato de sdédio (SDS-PAGE). Na avaliacao
estatistica foi considerada significancia de 5%. Foram observadas 23 bandas
proteicas, com pesos moleculares de 16 KDa a 245 KDa. No Artigo 1 constatou-se,
nas éguas, elevacdo de das fracbes proteicas no momento do parto, no qual as
éguas com placentite apresentaram concentracbes mais elevadas do que as
higidas. Os potros provenientes das éguas com placentite apresentaram maior
concentracdo de al-glicoproteina acida apos a ingestao de colostro. No artigo 2 as
éguas submetidas a inducdo de placentite apresentaram elevacdo na al-
glicoproteina acida a partir das 48 horas apés a inoculacdo da bactéria. Com os
resultados podemos caracterizar as concentracdes médias das Proteinas de Fase
Aguda em éguas com placentite e seus neonatos para avaliagdo da saude nesse
periodo. Concluimos que a al-glicoproteina acida pode ser indicada como um
marcador inflamatorio para a placentite.

Palavras-chave: Parto. Eletroforese. Potro. al-glicoproteina acida. Equinos



Abstract

HAETINGER, Claudia. Proteinas de fase aguda no periparto de éguas com
placentite e seus respectivos neonatos. 2014. 45f. Dissertagdo (Mestrado) -
Programa de PoOs-Graduacdo em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

The ascending placentitis is a major cause of premature birth, abortion and birth of
compromised foals, so the search for early markers of this condition becomes critical
for diagnosis and treatment in the early stage of the disease. The aim of this study is
to characterize the concentration of acute phase proteins in periparturient mares with
placentitis and their newborns. In Paper 1, 24 Thoroughbred mares and their
neonates were used, which were divided by histopathologic examination of the
placenta in group Placentitis (n = 11) and group Healthy (n = 13). The animals were
subjected to blood collection at delivery, 18 hours and 7 days after delivery. In Paper
2, 7 mares and their neonates were used, which, the mares were subjected to
induction of ascending placentitis between days 290-300 of gestation. The mares
were subjected to blood sampling 60 days prepartum, 30 days prepartum, on the day
of induction, 24 hours and 48 hours after induction, the day before delivery,
immediately after and 24 hours after delivery and newborns immediately after birth,
12 hours, 24 hours and 48 hours after birth. Plasma total protein concentration was
determined by the colorimetric method, and reading performed by
spectrophotometer. To obtain the concentration of protein fractions was used
acrilaminada gel electrophoresis in sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE). At the
statistical evaluation was considered significance of 5%. Were observed 23 protein
bands with molecular weights of 16 kDa to 245 kDa. In Paper 1 it was found, in
mares, elevated protein fractions at delivery, in which mares with placentitis showed
higher concentrations than healthy mares. The foals from mares with placentitis
showed higher concentration of a1-acid glycoprotein after ingestion of colostrum. In
Paper 2 mares subjected to induction of placentitis had increased a1-acid
glycoprotein from 48 hours after bacterial inoculation. With the results we show the
average concentrations of acute phase proteins in mares with placentitis and their
newborns for health assessment on that period. We speculate that a1-acid
glycoprotein may be indicated as an inflammatory marker for placentitis, but more
studies are needed.

Keywords: Labor. Electrophoresis. Foal. a1-acid glycoprotein. Equine
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1 INTRODUCAO

Perdas de gestacfes em estagio avancado representam um grande problema
para a industria equina, afetando éguas que néo so irdo deixar de produzir um potro,
mas terdo baixos indices de concepc¢do nos proximos acasalamentos (RICKETTS,
2008). A causa mais frequente de perda em gestacfes avancadas em éguas esta
associada a placentite, que é frequentemente causada por uma infeccdo ascendente
gue apresenta como porta de entrada a cérvix e representa mais de 30% de partos
prematuros e perdas dentro das primeiras 24 horas de vida (LEBLANC, 2008). O
principal patdgeno causador de infecgbes placentarias € 0 Streptococcus equi
subespécie zooepidemicus (GILES et al., 1993). Um diagndstico definitivo de placentite
é feito através da cultura e exame histopatoldgico do alantocorion e, quando ocorre
aborto, do feto (SERTICH, 1993).

A identificacdo precoce de éguas de risco com gestacdo comprometida exige
supervisdo minuciosa dos parametros fetomaternais e eventos periparturientes, de
modo a permitir, de maneira precoce, a deteccdo, manejo e possivel prevencao de
doencas perinatais. Além disso, o reconhecimento precoce de sinais de sofrimento
fetal e padrbes de desenvolvimento anormais auxiliam a entender a patofisiologia do
neonato apds o nascimento. A habilidade para diagnosticar e entender disfuncées
placentarias durante a gestacdo em equinos é limitada devido a inabilidade de se
obter amostras seguras do alantocorion para avaliacdo histopatologica (BUCCA,
2006).

A pesquisa para se determinar marcadores precoces da inflamacéo vem
sendo foco em medicina humana e veterinaria ao longo dos anos, utilizando,
principalmente, a identificacdo das proteinas de fase aguda como marcadores do
grau e do curso da inflamacéo. Em resposta a infec¢do ou injuria, essas proteinas
sdo rapidamente liberadas na corrente sanguinea e suas concentracbes s&o
diretamente relacionadas com a severidade da condicdo subjacente do animal
(CRISMAN et al., 2008).
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As proteinas de fase aguda (PFAs) sdo glicoproteinas sintetizadas pelos
hepatocitos, que sofrem alteragdo de concentragdo em animais submetidos a
injurias internas e externas, assim como infeccao, inflamacé&o, trauma cirdrgico ou
estresse (MURATA et al., 2004). Sado encontradas no soro em altas concentracdes
durante a instalagédo do processo inflamatério (ALSEMGEEST et al., 1994), podendo
ser avaliadas em situacdes clinicas, pois se acredita que sejam melhores
indicadores da resposta sistémica ao processo inflamatério ou infeccioso do que
outras variaveis, tais como febre, aumento no tempo de sedimentacao de eritrocitos
e leucocitose associada a neutrofilia (HORADAGODA et al., 1999).

A principal funcdo das PFAs € de contribuir para a defesa do organismo
durante a inflamacgédo, modulando o sistema imune, transportando moléculas para
prevenir sua perda em potencial ou protegendo tecidos de injurias excessivas
geradas pelos mediadores inflamatorios (PETERSON et al, 2004). As
concentragbes circulantes das PFAs sao relacionadas com a severidade da
desordem e da area de tecido afetado (KENT e GOODALL, 1991) e a quantificacédo
da sua concentracdo pode fornecer informacdes para diagnostico e progndstico
sobre a afeccdo do animal (MURATA et al., 2004; PETERSEN et al., 2004). Em
resposta a infeccdo, essas proteinas sao rapidamente liberadas na corrente
sanguinea e suas concentracfes plasmaticas variam em, pelo menos, 25% durante
a inflamacéo (CRISMAN et al., 2008).

As proteinas de fase aguda podem ser classificadas como positivas ou
negativas (KANEKO et al., 1997). As positivas sdo aquelas que apresentam um
aumento na sua concentracao na presenca de estimulo inflamatério, e as negativas
apresentam decréscimo na concentracdo na presenca deste estimulo. Nas proteinas
positivas, enquadram-se, dentre outras, a al-glicoproteina acida, a haptoglobina
(TAKIGUCHI et al., 1990) e a amiloide A sérica (AAS) (CRISMAN et al., 2008). No
segundo grupo, destacam-se a albumina e a transferrina, cujos niveis seéricos
tendem a decrescer na presenca de condi¢des inflamatoérias (KANEKO et al., 1997).
Ainda dentre as proteinas positivas, sdo subclassificadas como positivas maiores e
positivas moderadas (HULTEN et al., 2002). As PFAs positivas maiores se
caracterizam por apresentar concentracdes baixas ou indetectaveis no sangue de
individuos sadios; elevacdo rapida na sua concentracdo acima de dez vezes na
resposta aguda; e decréscimo rapido com a resolucédo da doenca. As PFAs positivas

moderadas estdo sempre presentes em nivel basal no plasma de individuos
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saudaveis, e suas concentragbes aumentam de 1 a 10 vezes no processo
inflamatoério, sendo sua resposta mais lenta, demorando dias a semanas para
aumentar, atingir o pico e voltar aos valores basais (CRISMAM et al., 2008).

PFAs como a amiloide A, haptoglobina, a-1 glicoproteina acida e
ceruloplasmina estédo presentes no colostro e leite de diversas espécies e algumas
foram demonstradas ser absorvidas intactas através do intestino (TALUKDER et al.,
2002; HARADA et al., 2002).

A presenca de infec¢Bes bacterianas uterinas, no pds-parto, pode estimular a
sintese de determinadas proteinas de fase aguda de interesse veterinario, como
fibrinogénio, ceruloplasmina, proteina C-reativa, antitripsina, haptoglobina e
glicoproteina 4cida (ALSEMGEEST et al., 1994). A concentracao sérica de proteinas
no periodo neonatal também varia com a idade (PALTRINIERI et al., 2008). Valores
normais de referéncia para a concentracdo sérica de proteinas em potros do
nascimento até 1 ano de idade foram estabelecidas (BAUER et al., 1985). O
aumento da concentracdo sérica de PFAs no pos-parto reflete a inflamacéo
fisiolégica do processo de parto (NUNOKAWA et al., 1993; DUGGAN et al., 2007).

A PFA mais especifica em equinos, e por conta disso a mais estudada na
espécie, € a AAS. A elevacdo de sua concentracdo basal pode ser 10 a mil vezes
(HULTEN et al., 2002). Essa PFA ja é conhecida como marcador inflamat6rio em
sepse de potros (STONEHAM et al., 2001) e vem sendo estudada como marcador
inflamatorio para placentite em éguas (COUTINHO et al., 2013).

AvaliacOes laboratoriais sdo de grande importadncia no monitoramento de
enfermidades infecciosas, sendo que o leucograma se destaca como a analise mais
comumente utilizada. Fagliari e Silva (2002) destacaram grande importancia no
proteinograma sérico como monitoramento e/ou identificacdo de enfermidades
infecciosas ou focos infecciosos, relacionando as alteragcdes ocorridas no sitio
inflamatorio com a liberacéo de citocinas e a sintese de proteinas de fase aguda.

O estudo eletroforético representa uma das principais ferramentas para
identificar proteinas sanguineas (KANEKO et al., 1997). As técnicas mais utilizadas
na medicina veterinaria tiveram como primérdio a banda celular de acetato de
celulose (FAGLIARI et al., 1983) e o filme de agarose (MATTEWS, 1982), porém
todos estes provém bandagens limitadas. Segundo Fagliari e Silva (2002) a
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de soédio (SDS-

PAGE), além de ser de facil execucdo, baixo custo e necessitar de um volume
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reduzido de amostra, possibilita a visualizagdo de concentracbes proteicas
extremamente baixas e a identificacdo de 20 a 30 proteinas com pesos moleculares
gue variam entre 24.000 a 340.000 daltons.

Devido a dificuldade de se coletar amostras para o diagndstico definitivo de
infec¢des placentarias durante a gestacdo em equinos, buscamos estudar métodos
mais seguros e simplificados para identificagdo dessas afec¢des. Com isso, 0
objetivo deste estudo € avaliar a concentracdo de proteinas de fase aguda no

periparto em éguas higidas e de éguas com placentite, e seus respectivos neonatos.



2 OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi avaliar a concentracdo de proteinas de fase
aguda no periparto em éguas higidas e em éguas com placentite, e seus respectivos

neonatos.

Objetivos Especificos

- Determinar as concentracdes de PFAs no pds-parto de éguas e potros da
raca Puro Sangue Inglés;

- ldentificar diferencas nas concentracbes de PFAs em éguas que
apresentaram placentite espontanea e seus respectivos potros;

- Determinar as concentracfes de PFAs pré e poés-inducdo de placentite e
apos o parto em éguas induzidas;

- Determinar as concentracbes de PFAs apds o parto em potros

provenientes de éguas com placentite induzida,



3 ARTIGOS

3.1 Artigo 1

PROTEINAS DE FASE AGUDA NO PERIPARTO DE EGUAS COM PLACENTITE
E SEUS RESPECTIVOS NEONATOS

C. Haetinger; V. Miler; L.S. Feijo; N.M. Saraiva; L.A. Amaral; B.R. Curcio; C.E.W.
Nogueira.

Submetido a revista Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia



PROTEINAS DE FASE AGUDA NO POS PARTO DE EGUAS PSI COM PLACENTITE
ESPONTANEA E SEUS RESPECTIVOS NEONATOS

ACUTE PHASE PROTEINS IN POSTPARTUM THOROUGHBRED MARES WITH
SPONTANEOUS PLACENTITIS AND THEIR NEWBORN

C. Haetinger'™; V. Miiler"; L.S. Feij6"; N.M. Saraiva"; L.A. Amaral"; B.R. Curcio""; C.E.W.
Nogueira'",

'Graduando, Faculdade de Veterinaria, UFPel, Pelotas, RS
'P6s — Graduando, Faculdade de Veterinaria, UFPel, Pelotas, RS
Uuniversidade Federal de Pelotas, Faculdade de Veterinaria, UFPel, Pelotas, RS

*cloue haet@hotmail.com

RESUMO

A placentite ascendente é uma das principais causas de parto prematuro, aborto e nascimento
de potros comprometidos, portanto a busca por marcadores precoces desta afec¢do se torna
fundamental para o diagndstio e tratamento no estagio inicial da doenca. O objetivo deste
estudo foi caracterizar a concentracdo de proteinas de fase aguda no pds parto de éguas com
placentite e seus respectivos neonatos. Foram utilizadas 24 éguas PSI e seus respectivos
neonatos, os quais foram divididos, atraves da avaliacdo histopatoldgica da placenta, em
grupo Placentite (n=11) e grupo Higido (n=13). Os animais foram submetidos a coleta de
sangue no momento do parto, 18 horas e 7 dias apds o parto. A concentracdo sérica de
proteina total foi determinada pelo metodo colorimétrico, e a leitura realizada por
espectofotdmetro. Para obtencdo da concentracdo das fragbes proteicas, utilizou-se
eletroforese em gel de acrilaminada contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE). Foram
observadas 23 bandas protéicas, com pesos moleculares de 16 KDa a 245 KDa. Constatou-se,

nas eguas, elevacdo das fracdes proteicas no momento do parto, no qual as éguas com
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placentite apresentaram concentraces mais elevadas do que as higidas. Os potros
provenientes das éguas com placentite apresentaram maior concentracdo de al-glicoproteina
acida apo0s a ingestéo de colostro. Com estes resultados podemos demonstrar as concentracdes
médias das Proteinas de Fase Aguda em éguas com placentite e seus neonatos para avaliacéo
da saude nesse periodo. A al-glicoproteina &cida pode ser indicada como um marcador
inflamatorio para potros neonatos de risco.

Palavras—chave: Potros, al-glicoproteina acida, Obstetricia, Parto, Eletroforese

ABSTRATC

The ascending placentitis is a major cause of premature birth, abortion and birth of
compromised foals, so the search for early markers of this condition becomes critical for
diagnosis and treatment in the early stage of the disease. The aim of this study is to
characterize the concentration of acute phase proteins in periparturient mares with placentitis
and their newborns. Were used 24 Thoroughbred mares and their neonates, which were
divided by histopathologic examination of the placenta in group Placentitis (n = 11) and group
Healthy (n = 13). The animals were subjected to blood collection at delivery, 18 hours and 7
days after delivery. Serum total protein concentration was determined by the colorimetric
method, and reading performed by spectrophotometer. To obtain the concentration of protein
fractions was used acrilaminada gel electrophoresis in sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE).
Were observed 23 protein bands with molecular weights of 16 kDa to 245 kDa. It was found,
in mares, elevated protein fractions at delivery, in which mares with placentitis showed higher
concentrations than healthy mares. The foals from mares with placentitis showed higher
concentration of al-acid glycoprotein after ingestion of colostrum. With the results we show
the average concentrations of acute phase proteins in mares with placentitis and their
newborns for health assessment that period. The al-acid glycoprotein may be indicated as an

inflammatory marker for neonatal foals at risck.

Keywords: Foal, al-acid glycoprotein, Obstetrics, Labor, Electrophoresis

INTRODUCAO
Potros provenientes de éguas com placentite podem ter seu nascimento antecipado,
apresentando tamanhos pequenos e funcionalidade dos 6rgdos incopativel com a vida, ou

nascimento de potros a termo, porém com comprometimento e até mesmo de potros sem
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nenhum grau de alteracdo. As avaliacOes perinatais desses potros sdo de grande importancia,
principalmente para 0s proprietarios, pois o tratamento de potros comprometidos é
dispendioso, e nem sempre resulta em bom progndstico, tornando de grande importancia a
busca por marcadores precoces (Bain, 2004).

A pesquisa para se identificar marcadores precoces da inflamacdo é foco na medicina
humana e veterinaria utilizando principalmente a identificacdo das “proteinas de fase aguda”
(PFAs) como marcadores do grau e do curso da inflamacdo. Em resposta a infec¢do ou
injaria, essas proteinas sdo rapidamente liberadas na corrente sanguinea e suas concentragdes
séo diretamente relacionadas com a severidade da afec¢do do animal (Crisman et al., 2008).

PFAs sdo proteinas sanguineas que sofrem alteracdo de concentracdo em animais
submetidos a injdrias internas e externas, assim como infec¢do, inflamacéo, trauma cirargico
ou stress (Murata et al., 2004). As concentragdes circulantes das PFASs sdo relacionadas com a
severidade da desordem e da area de tecido afetado (Kent e Goodall, 1991) e a quantificacdo
da sua concentracdo pode fornecer informacdes para diagnéstico e progndstico sobre a
afeccdo do animal (Murata et al., 2004; Petersen et al., 2004).

As proteinas de fase aguda podem ser classificadas como positivas ou negativas
(Kaneko et al., 1997). As positivas sdo aquelas que apresentam um aumento na sua
concentracdo na presenca de estimulo inflamatério, e as negativas apresentam decrécimo na
concentracdo na presenca deste estimulo. Nas proteinas positivas, enquadram-se, dentre
outras, a glicoproteina acida, a haptoglobina (Takiguchi et al., 1990) e a Amil6ide A Sérica
(AAS) (Crisman et al., 2008). No grupo das proteinas negativas, destacam-se a albumina e a
transferrina, cujos niveis séricos tendem a decrescer na presenca de condi¢Bes inflamatorias
(Kaneko et al., 1997).

O estudo eletroforético representa uma das principais ferramentas para identificar
proteinas sanguineas (Kaneko et al., 1997). Segundo Fagliari e Silva (2002) a eletroforese em
gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), além de ser de facil
execucdo, baixo custo e necessitar de um volume reduzido de amostra, possibilita a
visualizagdo de concentracfes protéicas extremamente baixas e a identificacdo de 20 a 30
proteinas com pesos moleculares que variam entre 24.000 a 340.000 daltons.

O objetivo deste estudo é caracterizar a concentracdo de proteinas de fase aguda no

pos parto de éguas com placentite e seus respectivos neonatos.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 24 éguas, entre 5 e 21 anos de idade e seus respectivos neonatos de
um criatorio da regido de Bagé-RS (-31°19'S, -54°06'W), durante a temporada reprodutiva de
2011. Os animais eram mantidos durante o verdo em campo nativo e durante o inverno sob
consorciacdo de azevém (Loliummultiflorum), trevo branco (Trifoliumrepens) e cornichdo
(Lotus corniculatus) como pastagem cultivada e agua disponivel ad libitum. A suplementacdo
era realizada através de racdo balanceada com garantia de 12% de proteina e 27,5% mCal de
energia digerivel. Os grupos experimentais foram divididos através da avaliacdo
histopatoldgica da placenta, de acordo com método proposto por Lins et al. (2012), na qual as
éguas do grupo Placentite (n=11) apresentaram infiltrado celular grave, e as éguas do grupo
Higido (13) tiveram placentas sem alteracdo. Cada animal foi submetido a coleta de sangue
por puncdo da veia jugular em 3 momentos: no momento do parto (M1), 18 horas apds o parto
(M2) e 7 dias ap0s o parto (M3), totalizando 144 amostras.

A concentracdo sérica de proteina total foi determinada pelo método colorimétrico,
por reacdo com o biureto, utilizando-se kit comercial (Labtest), e a leitura realizada por
espectofotdbmetro. Para obtencdo da concentracdo das fragbes protéicas, utilizou-se
eletroforese em gel de acrilaminada contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE),
conforme técnica descrita por Laemmli (1970). Ap6s o fracionamento, o gel foi corado
durante 10min em solucdo de azul de coomassie e, em seguida, colocado em solucdo de acido
acetico a 7% para retirar o excesso de corante, até que as fracGes protéicas se apresentassem
nitidas. As concentraces dessas proteinas foram determinadas em densitdmetro
computadorizado (Shimadzu CS 9301 - Tokio, Japan). Como referéncia, utilizou-se uma
solugdo marcadora (Sigma - Saint Louis, EUA) com pesos moleculares 29.000, 45.000,
66.000, 97.400, 116.000 e 205.000 daltons (Da), além de proteinas purificadas — albumina,
IgG, haptoglobina e transferrina.

Para avaliar a influéncia dos diferentes momentos nas proteinas de fase aguda, foi
realizada analise de variancia simples pelo teste One Way AOV, com a comparagdo entre
médias através do teste LSD. Os dados que ndo apresentaram distribuicdo normal no teste de
normalidade Shapiro-Wilk, foram analisados através do teste Kruskal-Wallis One-Way
Nonparametric AOV. Estes resultados foram analisados através do programa Statistics 8.0.

Para avaliar uma possivel correlagcdo entre éguas e potros, foi realizada correlagédo de
Pearson avaliando cada momento, e para os dados que ndo apresentaram distribuicdo normal,

foi realizada correlagcéo de Spearman.
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Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal
(CEEA) da Universidade Federal de Pelotas apresentando o nimero 1589/2012.

RESULTADOS

No método utilizado foram observadas 23 bandas protéicas, cujos pesos moleculares
(PM) variaram de 16 KDa a 245 KDa, sendo possivel a identificacdo das seguintes fracdes
protéicas: imunoglobulina A (175 KDa), ceruloplasmina (102 KDa), transferrina (83 KDa),
albumina (63 KDa), imunoglobulina G de cadeia pesada (50 KDa), haptoglobina (41 KDa),
al-glicoproteina &cida (39 KDa) e imunoglobulina G de cadeia leve (28 KDa).

Os valores médios das PFAs encontrados em cada momento analisado nas éguas PSI e
seus respectivos neonatos estdo expressos nas Tab. 1 e 2.

A proteina sérica total (PT) das éguas apresentou-se elevada no momento do parto em
ambos os grupos (p<0,05). As éguas higidas apresentaram maior concentracdo de albumina
no parto (p<0,05), ocorrendo diminuicdo até as 18h, se mantendo estavel até 7 dias apds o
parto. Nas éguas com placentite, a albumina apresentou maior concentracdo no parto
(p<0,05), com diminuicdo até as 18h e diminuindo novamente até 7 dias; a IgG de cadeia leve
apresentou maior concentracdo no parto, com diminuicdo até as 18h e mantendo-se estavel em
7 dias; e a proteina de peso molecular 23 kDa teve diminui¢do na sua concentracdo de
maneira gradativa, apresentando maior concentragdo no parto, e menor concentracdo nos 7
dias ap0s.

Nas éguas do grupo Placentite, observou-se valores elevados das fracfes protéicas em
comparacao com as éguas do grupo Higido. A PT, albumina, IgG de cadeia leve, IgG total e a
proteina de 23 KDa tiveram concentracdo mais elevada nas éguas com placentite no parto e

nas 18h apos o parto.
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Tabela 1. Média e desvio padrdo das concentragcdes das fragcdes protéicas (mg/dL) e da
proteina total (g/dL) nas éguas higidas e com placentite no momento do parto (M1), 18 horas

apos o parto (M2) e 7 dias apds o parto (M3).

Proteina Grupo N Parto (M1) N 18h (M2) N 7 dias (M3)
Higidos 13 7.4+0.9 Bx 13 6.5+0.7 By 13 6.3+0.7 y
PT (a/dL) Placentite 11 8.3+0.6 Aa 11 7.7+0.9 Aa 11 6.8+0.9 b
Higidos 13 4739+697 Bx 13 3983+554 By 13 38404571y
Albumina Placentite 11 5172+401 Aa 11 4626+619 Ab 11 3925+661 ¢
Higidos 13 9.1+4.2 13 7.3+3.8 13 6.5+3.8
Ceruloplasmina  Placentite 11 6.1+5 11 5.3+3.3 11 7.8+6.5
Higidos 13 8.4+5.9 13 6.9+4.2 13 8.3+6.3
al-GA Placentite 11 11+12 11 10+11 11 9.9+7.9
Higidos 13 88+46 13 76+38 13 71+44
Haptoglobina Placentite 11 101+51 11 84460 11 77+42
Higidos 13 127+60 13 163+58 13 155+55
IgA Placentite 11 112+62 11 141+66 11 128+48
Higidos 13 739+143 Bx 13 4614116 Bxy 13 417+122y
IgG Leve Placentite 11 783+128 Aa 11 691+173 Aa 11 528+167 b
Higidos 13 646+110 13 681+158 13 679+170
IgG Pesada Placentite 11 615+123 11 745+228 11 712+141
Higidos 13 1385+153 B 13 1143+259 B 13 1006+379
IgG Total Placentite 11 1398+191 A 11 14414327 A 11 1240+237
Higidos 13 523485 13 404+84 13 398+89
Transferrina Placentite 11 533+102 11 506+110 11 459+71
Higidos 13 469+176 B 13 356+110B 13 348+69
23 kDal Placentite 11 530+100 Aa 11 445+94 Ab 11 398+65 ¢

As letras maiusculas (A e B) representam diferenca estatistica (p<0.05) entre o0s
Grupos/linhas; as letras minasculas (a, b e c) representam diferenca entre 0 momento/colunas

do grupo placentite e letras x e y entre as colunas do grupo higidos.

Nos neonatos do grupo Higidos, a PT, IgG de cadela leve, IgG de cadeia pesada e
IgG total demonstraram-se com menor concentracdo no parto, aumentando nas 18h apos e
mantendo-se estaveis em 7 dias. J& a ceruloplasmina, a IgA e a proteina de 23 kDa
mantiveram a concentragdo mais baixa no parto e 18h, elevando-se nos 7 dias. Ja nos
neonatos do grupo Placentite, a PT, IgG de cadeia leve, IgG de cadeia pesada e IgG total
apresentaram-se com concentragdes mais baixas no momento do parto, aumento nas 18 horas
apos o parto, e a proteina de 23 kDa teve aumento na concentracdo em 7 dias apds o parto. A
haptoglobina se comportou de maneira contraria, com maior concentragdo no parto,
diminuindo nas 18h e mantendo estavel 7 dias ap06s o parto. As fragBes proteicas dos neonatos
nascidos das éguas do grupo Placentite apresentaram concentraces mais elevadas
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imediatamente apds o parto, porém ndo significativas, em compara¢do com 0s nascidos de
éguas higidas, exceto pela albumina, que apresentou-se significativamente menor nos potros
provenientes de eguas com placentite. Ja nas 18 horas apds 0 nascimento, 0s potros do grupo
Placentite apresentaram maior concentracdo de al-glicoproteina acida, em relacdo aos do

grupo Higidas.

Tabela 2. Média e desvio padrdo das concentracbes das fracGes protéicas (mg/dL) e da
proteina total (g/dL) nos potros provenientes de éguas higidas e com placentite no momento

do parto (M1), 18 horas apés o parto (M2) e 7 dias ap6s o parto (M3).

Proteina Grupo N Parto (M1) N 18h (M2) N 7 dias (M3)
PT (g/dL) Higida§ 13 4.3+0.5y 13 5.8+1.3 x 13 5.8+0.9 x
Placentite 11 4.2+0.3 b 11 5.6+0.8 a 11 5.8+0.7 a
Higidas 13 3368+464 A 13 34774695 13 3409+551
Albumina Placentite 11 2951+359 B 11 3178+626 11 3105+379
Higidas 13 5+2.8y B 13 8.1+4.8y 13 13+8.1 x
Ceruloplasmina  Placentite 11 7.8+4 A 11 7.7+3.8 11 13+8.9
Higidas 13 12+4.7 13 8.7+4.4B 13 14+10
al-GA Placentite 11 17+12 11 16+12 A 11 18+10
Higidas 13 103447 x 13 58+18 y 13 79+43y
Haptoglobina Placentite 11 115+74 11 86+62 11 82+43
Higidas 13 48+7.8 y 13 50+15y 13 68+16 x
IgA Placentite 11 70+66 11 61+47 11 86+46
Higidas 13 3.3+2y 13 472+281 x 13 337+197 x
IgG Leve Placentite 11 43+121 b 11 431+166 a 11 320+148 a
Higidas 13 18+64 y 13 924+500 x 13 695+312 x
IgG Pesada Placentite 11 95+135b 11 789+254 a 11 731+254 a
Higidas 13 21+64y 13 1396+779 x 13 1032+503 x
IgG Total Placentite 11 138+225 b 11 1221+390 a 11 1051+392 a
Higidas 13 409+112 13 339+90 13 396+53
Transferrina Placentite 11 414+101 11 394+73 11 440+108
Higidas 13 133460y 13 199476y 13 450+116 x
23 kDal Placentite 11 172+80 b 11 210+75b 11 452481 a

As letras maiusculas (A e B) representam diferenca estatistica (p<0.05) entre as linhas, mas
somente entre os dois grupos; as letras mindsculas (a, b e c) representam diferenca entre as
colunas do grupo Placentite e letras X, y e z entre as colunas do grupo Higidos.

Na correlagdo analisada entre éguas e potros, ndo houve significancia, utilizando
P<0.05.

DISCUSSAO
Estudos utilizando proteinas de fase aguda como marcadores precoces de inflamagédo

tém sido foco na medicina humana e veterinaria (Cicarelli et al., 2005; Coutinho et al., 2013).
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Segundo Fagliari e Silva (2002), o estudo eletroforético representa uma das principais
ferramentas para identificar proteinas sanguineas e a eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE) possibilita a visualizacdo de concentracdes
protéicas baixas e a identificacdo de 20 a 30 proteinas com pesos moleculares que variam
entre 24 kDa a 340 kDa. Em nosso estudo foram identificadas 23 bandas protéicas, cujos
pesos moleculares variaram de 16 KDa a 245 KDa e foi possivel a identificacdo das fracdes
protéicas imunoglobulina A (175 KDa), ceruloplasmina (102 KDa), transferrina (83 KDa),
albumina (63 KDa), imunoglobulina G de cadeia pesada (50 KDa), haptoglobina (41 KDa),
al-glicoproteina &cida (39 KDa) e imunoglobulina G de cadeia leve (28 KDa).

Quando avaliadas as diferentes concentracbes de PFAs entre 0s momentos
analisados, foi observada maior concentracdao das fracdes protéicas no momento do parto, no
qual a proteina total (PT), a albumina e a IgG de cadeia leve tiveram maior concentracao
significativamente. A albumina é considerada uma proteina de fase aguda negativa, ou seja,
ocorre um desvio em sua sintese quando o figado € requisitado para a producdo de outras
proteinas, tais como as proteinas de fase aguda, ou em decorréncia de disturbios hepaticos,
fazendo com que ocorra um decréscimo na presenca de condi¢des inflamatorias (Kaneko et
al., 1997). O aumento da PT e da albumina observados nesse estudo no momento do parto nas
éguas justifica-se pela desidratacdo decorrente do parto. Aoki (2012) e Kaneko (1997) relatam
que 0 aumento temporério da albumina e da PT nas éguas no momento do parto € decorrente
da desidratacdo, do mesmo modo que o aumento das globulinas. J& a maior concentracdo das
fracdes protéicas nas éguas com placentite, quando em compara¢do com as éguas higidas,
justifica-se provavelmente pelo crescimento microbiano ja presente nas éguas com placentite.
Diaw et al (2010), estudaram as caracteristicas microbioldgicas uterinas apds o parto em
éguas que tiveram gestacdo saudavel e éguas com placentite, e observaram que éguas que
tiveram placentite apresentaram crescimento bacteriano intrauterino, mesmo apds tratamento
sistémico intenso.

Os resultados encontrados nos neonatos desse estudo demonstraram menor
concentracdo das fracbes protéicas no momento do parto, aumentando apds a ingestdo do
colostro. Kaneko (1997) afirma que, logo ap6s o nascimento, a proteina sérica e plasmatica
das principais espécies animais apresenta baixos valores devido as quantidades minimas de
globulinas e baixos teores da albumina. Quando o recém-nascido ingere o colostro, um rapido
aumento das imunoglobulinas, ocorre como resultado da absorcdo das imunoglobulinas
colostrais, ja a elevacdo da albumina se deve a ingestdo de compostos nitrogenados na dieta.

PFAs como a amiloide A sérica, haptoglobina, al-glicoproteina &cida e ceruloplasmina estéo
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presentes no colostro e leite de diversas espécies e algumas foram demonstradas ser
absorvidas intactas atraves do intestino (Talukder et al., 2002; Harada et al., 2002). Segundo
Duncan et al. (1994), em potros a concentracdo de PT é menor ao nascimento, aumenta apos a
absorcéo colostral, declina em 1 a 5 semanas e entdo aumenta até niveis semelhantes ao dos
adultos entre 6 meses a 1 ano. Estes mesmos autores relatam que o declinio entre 1-5 semanas
esta relacionado a metabolizagdo e consumo das imunoglobulinas.

Os potros apresentaram aumento significativo na concentracéo de IgG a partir das 12
horas apds o0 nascimento, que representa a concentracdo de imunoglobulinas adquiridas por
transferéncia passiva, através da ingestdo do colostro. O tipo de ligacdo placentaria em
equinos impede a transferéncia placentaria de imunoglobulinas da égua para o feto durante a
gestacdo, assim, os potros nascem agamaglobulinémicos (Jeffcott, 1971). O colostro fornece
uma fonte imediata de imunoglobulinas e a falha na absorcdo ou aquisicdo dos anticoporpos
do colostro, ou falha na transferéncia passiva no primeiro dia de vida tem sido reconhecido
como um importante fator de risco para a infecgédo (Cohen, 1994). O pico da concentracao
sérica de IgG é entre 18 e 24 horas de vida do potro, sendo este 0 momento ideal para se
buscar se houve falha na transferéncia passiva de anticorpos. O valor de corte, mais
comumente utilizado para a avaliacdo de absorcdo de IgG é de 800 mg IgG/dl, no qual potros
que apresentam valores abaixo deste sdo candidatos a suplementacdo com tranfusdo de
plasma. Potros saudaveis apresentam frequentemente valores em torno de 2,400 mg IgG/dl
(Barton, 2008). No presente estudo, apds a ingestdo de colostro, 0s neonatos provenientes de
éguas higidas apresentaram em média 1,396 mg 1gG/dl e os potros provenientes das éguas do
estudo de campo pertencentes ao grupo Placentite, apresentaram em média 1,221 mg IgG/dl.
Ja os neonatos nascidos de éguas com placentite induzida apresentaram concentracdo média
de 847+240 mg lgG/dl nas 24 horas apds o nascimento. Este achado corrobora com a
concentracdo media de 959 mg IgG/dl encontrada por Barton (2006), que avaliou a
concentracdo de 1gG em potros neonatos comprometidos com 24 a 72 horas de vida.

Quando comparados aos potros do grupo Higidos, os potros provenientes de eguas
com placentite apresentaram, significativamente, menor concentracdo de albumina e maior
concentracdo de ceruloplasmina logo apés o parto, porém numericamente, as fracfes protéicas
de maneira geral se apresentaram com maior concentracdo apds o parto nesses potros. Estes
achados sdo compativeis com achados hematoldgicos e bioquimicos encontrados em potros
provenientes de éguas com placentite, os quais apresentaram valores elevados de leucocitos,
fibrinogénio e concentracdo de creatinina sérica ao nascimento (Bain, 2004). Nas 18 horas

apos 0 nascimento, 0s neonatos provenientes de éguas com placentite apresentaram uma
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concentracdo de al-glicoproteina acida maior quando comparados aos potros provenientes de
éguas higidas, apos a ingestdo do colostro. Este resultado pode indicar esta fragdo protéica

como possivel marcador inflamatdrio para potros neonatos de risco.

CONCLUSAO

Com os resultados podemos caracterizar as concentra¢cfes médias das Proteinas de
Fase Aguda em éguas com placentite ap0s o parto e seus respectivos neonatos para avaliacéo
da saude nesse periodo. A al-glicoproteina &cida pode ser indicada como um marcador

inflamatorio para potros neonatos de risco.
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RESUMO

A placentite ascendente é uma das principais causas de parto prematuro, aborto e
nascimento de potros comprometidos, portanto a busca por marcadores precoces desta
afeccdo se torna fundamental para o diagndstico e tratamento no estagio inicial da
doenca. O objetivo deste estudo foi caracterizar a concentracdo de proteinas de fase
aguda no periparto de éguas com placentite ascendente e seus respectivos neonatos.
Foram utilizadas 7 éguas mesticas e seus respectivos neonatos, as quais foram
submetidas a inducdo de placentite ascendente entre os dias 290-300 de gestacdo. As
éguas foram submetidas a coletas de sangue 60 dias pré-parto, 30 dias pré-parto, no dia
da inducdo, 24 horas e 48 horas ap6s a inducdo, no dia que antecedeu o parto,
imediatamente ap6s e 24 horas apds 0 parto e 0s neonatos imediatamente ap6s o
nascimento, 12 horas, 24 horas e 48 horas ap0s 0 nascimento. A concentracao sérica de
proteina total foi determinada pelo método colorimétrico, e a leitura realizada por
espectofotdmetro. Para obtencdo da concentracdo das fragcBes proteicas, utilizou-se
eletroforese em gel de acrilaminada contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE).
Foram observadas 23 bandas proteicas, com pesos moleculares de 16 KDa a 245 KDa.
As éguas submetidas a indugéo de placentite apresentaram elevacao na al-glicoproteina

acida a partir das 48 horas apds a inoculacdo da bactéria. Com estes resultados podemos
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caracterizar as concentracfes médias das Proteinas de Fase Aguda em éguas com
placentite e seus neonatos para avaliacdo da saude nesse periodo. A al-glicoproteina

acida pode ser indicada como um marcador inflamatério para a placentite.

Palavras-chave: Equinos, Proteinas de fase aguda, Streptococcus zooepidemicus,

Eletroforese, Aborto

ABSTRATC

The ascending placentitis is a major cause of premature birth, abortion and birth of
compromised foals, so the search for early markers of this condition becomes critical for
diagnosis and treatment in the early stage of the disease. The aim of this study is to
characterize the concentration of acute phase proteins in periparturient mares with
ascending placentitis and their newborns. Were used 7 mares and their neonates, which
the mares were subjected to induction of ascending placentitis between days 290-300 of
gestation. The mares were subjected to blood sampling 60 days prepartum, 30 days
prepartum, on the day of induction, 24 hours and 48 hours after induction, the day
before delivery, immediately after and 24 hours after delivery and newborns
immediately after birth, 12 hours, 24 hours and 48 hours after birth. Plasma total protein
concentration was determined by the colorimetric method, and reading performed by
spectrophotometer. To obtain the concentration of protein fractions was used
acrilaminada gel electrophoresis in sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE). Were
observed 23 protein bands with molecular weights of 16 kDa to 245 kDa. Mares
subjected to induction of placentitis had increased al-acid glycoprotein from 48 hours
after bacterial inoculation. With the results we show the average concentrations of acute
phase proteins in mares with placentitis and their newborns for health assessment that
period. The al-acid glycoprotein may be indicated as an inflammatory marker for

placentitis.

Keywords: Equine, Acute phase proteins, Streptococcus zooepidemicus,

Electrophoresis, Abortion
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INTRODUCAO

A placentite ascendente ¢ uma das principais causas de parto prematuro, aborto e
nascimento de potros comprometidos. Muitos modelos experimentais estdo sendo estudados
para investigar estratégias de diagnostico para evitar perdas gestacionais e nascimento de
potros debilitados (Le Blanc, 2010). O principal patégeno causador de infecces placentérias
€ 0 Streptococcus equi subespécie zooepidemicus (Giles et al., 1993).

A pesquisa para se encontrar marcadores precoces da inflamacdo vem sendo foco na
medicina humana e veterinaria ao longo dos anos, utilizando principalmente a identificacéo
bioquimica das “proteinas de fase aguda” (PFAs) como marcadores do grau e do curso da
inflamacdo (Crisman et al., 2008). PFAs sdo proteinas sanguineas que sofrem alteracdo de
concentracdo em animais submetidos a injarias internas e externas, assim como infecgéo,
inflamacéo, trauma cirdrgico ou estresse (Murata et al., 2004). As concentracfes circulantes
das PFAs sdo relacionadas com a severidade da desordem e da area de tecido afetado (Kent e
Goodall, 1991) e a quantificacdo da sua concentracdo pode fornecer informacfes para
diagnostico e progndstico sobre a afec¢do do animal (Murata et al., 2004; Petersen et al.,
2004)

As proteinas de fase aguda podem ser classificadas como positivas ou negativas
(Kaneko et al., 1997). As positivas sdo aquelas que apresentam um aumento na sua
concentracdo na presenca de estimulo inflamatorio, e as negativas apresentam decréscimo na
concentracdo na presenca deste estimulo. Nas proteinas positivas, enquadram-se, dentre
outras, a glicoproteina acida, a haptoglobina (Takiguchi et al., 1990) e a Amiloide A Sérica
(AAS) (Crisman et al., 2008). No grupo das proteinas negativas, destacam-se a albumina e a
transferrina, cujos niveis séricos tendem a decrescer na presenca de condi¢fes inflamatorias
(Kaneko et al., 1997).

A PFA mais especifica em equinos, e por conta disso a mais estudada na espécie, é a
AAS. A elevacdo de sua concentracdo basal pode ser 10 a mil vezes (Hulten et al., 2002).
Essa PFA ja é conhecida como marcador inflamatorio em sepse de potros (Stoneham et al.,
2001) e vem sendo estudada como marcador inflamatério para placentite em éguas (Coutinho
etal., 2013).

O estudo eletroforético representa uma das principais ferramentas para identificar
proteinas sanguineas (Kaneko et al., 1997). Segundo Fagliari e Silva (2002) a eletroforese em
gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), além de ser de facil

execucdo, baixo custo e necessitar de um volume reduzido de amostra, possibilita a
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visualizacdo de concentragOes proteicas extremamente baixas e a identificagédo de 20 a 30
proteinas com pesos moleculares que variam entre 24.000 a 340.000 daltons.
O objetivo deste estudo € caracterizar a concentracdo de proteinas de fase aguda no

periparto de éguas com placentite ascendente e seus respectivos neonatos.

MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado com éguas mesticas pertencentes ao plantel do CIlinEq
Medicina de Equinos - Universidade Federal de Pelotas/RS, durante a temporada reprodutiva
2012-2013. Para 0 modelo experimental deste estudo foram utilizadas 7 éguas mesticas com
média de idade nove anos (4-18) e média de peso 419 kg (343-555 kg) e seus respectivos
neonatos. As éguas foram submetidas a inducdo de placentite ascendente, através da infuséo
intracervical de Streptococcus equi subespécie zooepidemicus na concentracdo de 10’ UFC,
entre os dias 290-300 de gestacdo, conforme protocolo sugerido por Bailey et al. (2010). A
inducdo era confirmada através da manifestacdo de sinais clinicos de placentite (secrecdo
vulvar e desenvolvimento do Ubere) 48 horas apos.

As éguas eram mantidas a campo nativo, com suplementacdo 1,5% do peso vivo de
concentrado duas vezes ao dia. Todos os partos foram assistidos para avaliar a necessidade de
intervencdo. O protocolo de tratamento para placentite das éguas consistiu na administracdo
intravenosa de sulfametoxazol e trimetoprim, na dose 30mg/kg, a cada 12 horas, além de
flunixin meglumine, na dose 1.1mg/kg, a cada 24 horas, como utilizado por Bailey et al.
(2010). O tratamento foi iniciado a partir de 48 horas de inducéo, sendo a duracéo de dez dias
para antibioticoterapia e sete dias para a terapia anti-inflamatéria. Apds a inducdo era
realizado exame clinico das eguas duas vezes ao dia, até 0 momento do parto.

Como forma padrdo de auxilio imediato ao neonato, foi procedida limpeza das vias
aéreas superiores, além de succdo do liquido amnidtico contido nas narinas e ventilagéo
através de bombeamento manual de ar. Os potros neonatos foram tratados com ampicilina
intravenosa, na dose 22mg/kg e intervalo de 6 horas e flunixin meglumine, na dose 1.1mg/kg
a cada 8 horas. Os potros receberam colostro até uma hora ap6s o nascimento e para 0s potros
que se apresentavam debilitados, com auséncia de reflexo de succéo, o colostro foi fornecido
via sondagem nasogastrica.

Todos animais foram submetidos a coleta de sangue por puncéo da veia jugular em
tubos sem anticoagulante, separando-se o soro para armazenamento a -20°C. Foram coletadas
amostras de sangue das éguas em 8 momentos: 60 dias pré-parto (M1), 30 dias pré-parto
(M2), no dia da inducdo (M3), 24 horas (M4) e 48 horas ap0s a indugdo (M5), no dia que
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antecedeu o parto (M6), imediatamente ap6s o parto (M7) e 24 horas apos o parto (M8). Os
neonatos foram submetidos a coletas de sangue em 6 momentos: imediatamente apOs o
nascimento (C1), 12 horas (C2), 24 horas (C3) e 48 horas apds o nascimento (C4).

A concentracdo sérica de proteina total foi determinada pelo método colorimétrico,
por reagcdo com o biureto, utilizando-se kit comercial (Labtest), e a leitura realizada por
espectofotometro. Para obtencdo da concentragdo das fragOes proteicas, utilizou-se
eletroforese em gel de acrilaminada contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE),
conforme técnica descrita por Laemmli (1970). Apo6s o fracionamento, o gel foi corado
durante 10 minutos em solucdo de azul de coomassie e, em seguida, colocado em solugéo de
acido acético a 7% para retirar 0 excesso de corante, até que as fracbes proteicas se
apresentassem nitidas. As concentracfes dessas proteinas foram determinadas em
densitdmetro computadorizado (Shimadzu CS 9301 - Tokio, Japan). Como referéncia,
utilizou-se uma solugcdo marcadora (Sigma - Saint Louis, EUA) com pesos moleculares
29.000, 45.000, 66.000, 97.400, 116.000 e 205.000 daltons (Da), além de proteinas
purificadas — albumina, 1gG, haptoglobina e transferrina.

Para avaliar a influéncia dos diferentes momentos nas proteinas de fase aguda, foi
realizada analise de variancia simples pelo teste One Way AQOV, com a comparacdo entre
médias através do teste LSD. Os dados que ndo apresentaram distribuicdo normal no teste de
normalidade Shapiro-Wilk, foram analisados através do teste Kruskal-Wallis One-Way

Nonparametric AOV. Estes resultados foram analisados através do programa Statistics 8.0.

RESULTADOS
No método utilizado foram observadas 23 bandas proteicas, cujos pesos moleculares

(PM) variaram de 16 KDa a 245 KDa, sendo possivel a identificacdo das seguintes fracdes
proteicas: imunoglobulina A (175 KDa), ceruloplasmina (102 KDa), transferrina (83 KDa),
albumina (63 KDa), imunoglobulina G de cadeia pesada (50 KDa), haptoglobina (41 KDa),
al-glicoproteina acida (39 KDa) e imunoglobulina G de cadeia leve (28 KDa).

Os valores médios das PFAs encontrados por momento nas éguas e seus respectivos
neonatos estdo expressos nas Tab. 3 e 4.

A concentracdo de al-glicoproteina acida das eguas apresentou crescimento gradativo
a partir das 48 horas apos a inducao da placentite (Figura 1).
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Figura 1. Concentracdo sérica de al-glicoproteina acida em éguas com placentite ascendente
60 (M1) e 30 dias pré-parto (M2), no dia da inducdo da placentite (M3), 24 horas (M4) e 48
horas apos a inducdo (M5), no dia que antecedeu o parto (M6), imediatamente ap6s (M7) e 24

horas ap0s o parto (M8).
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Tabela 3. Média e desvio padrdo das concentracdes das fragdes proteicas (mg/dL) e da proteina total (g/dL) em éguas com placentite
ascendente nos momentos: 60 dias pré-parto (M1), 30 dias pré-parto (M2), no dia da inducdo (M3), 24 horas (M4) e 48 horas apo6s a

inducdo (M5), no dia que antecedeu o parto (M6), imediatamente apds o parto (M7) e 24 horas apos o parto (M8).

Proteina N M1 N M2 N M3 N M4 N M5 N M6 N M7 N M8
PT (g/dL) 7 7.4+0.4 7 7.7£0.4 6 7.6+0.4 6 7.4+0.4 6 7.3+0.4 7 7.3£0.4 5 7.70.5 4 7.3+0.5
Albumina 7 4163+273 7 4388+273 6 42194294 6 3955+294 6 3915294 7 3650+273 5 4254+323 4 3874+361

Ceruloplasmina 7 4.3+1.4 7 3.9+14 6 4.2+1.6 6 3.6£1.6 6 2.2%1.6 7 3.9+14 5 6.3+1.7 4 6.3+1.9

al-GA 7 12.4+16° 7 12.1#16° 6 11.8+1.8° 6 11.7+1.8° 6 13.3x1.8°8¢ 7 148+16"¢ 5 176419 4  19.7x22%
Haptoglobina 7 68+11 7 7311 6 7712 6 80+12 6 79412 7 91+11 5 99+13 4 122414
IgA 7 186+24 7 159424 6 188+26 6 178426 6 195426 7 170424 5 164+29 4 203+32
1gG Leve 7 785459 7 842459 6 789+64 6 83364 6 827+64 7 744459 5 805470 4 859+78
IgG Pesada 7 73162 7 62162 6 69967 6 754467 6 644+67 7 58062 5 63974 4 64682

IgG Total 7 1516+#108 7  1463+108 6 1489116 6 1588+116 6 14724116 7 13244108 5 14444127 4 15064143
Transferrina 7 537+40 7 595+40 6 557+43 6 551+43 6 534+43 7 577+40 5 60047 4 557453
23 kDal 7 263+27 7 318427 6 303+29 6 286+29 6 307429 7 288427 5 272432 4 265+35

As letras mailsculas (A, B e C) representam diferencga estatistica (p<0.05) entre os momentos/colunas.
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Tabela 4. Média e desvio padrdo das concentracfes das fragdes proteicas (mg/dL) e da
proteina total (g/dL) nos potros provenientes de eguas com placentite ascendente nos
momentos: imediatamente apds o nascimento (C1), 12 horas (C2), 24 horas (C3) e 48 horas

apos o nascimento (C4).

Proteina N C1 N c2 N C3 N C4
PT (g/dL) 7 43%0.4 8 4.9+0.4 7 5.4+0.4 4 5.440.6
Albumina 7 3311244 8  3240%228 7 3288£244 4 32354323

Ceruloplasmina 7 11.6+3.5 8 11.13.2 7 11.3#3.5 4 11.2+4.6

al-GA 7 8.93.6 8 11.843.4 7 19.2+3.6 4 16.7+4.8

Haptoglobina 7 64£19 8 60 £18 7 76219 4 50.5+25
IgA 7 91421 8 9019 7 86221 4 80228

IgG Leve 7 3.3£113° 8  229+105" 7 373x113* 4 402+149"
IgG Pesada 7 6.2+133° 8  291x125" 7 474+133% 4 5411774
IgG Total 7 3442408 8  521x225" 7 847+240% 4 943x318"

Transferrina 7 533155 8 507451 7 504455 4 489472

23 kDal 7 128423 8 139422 7 173423 4 173431

As letras mailsculas (A e B) representam diferenca estatistica (p<0.05) entre o0s

momentos/colunas.

DISCUSSAO

Estudos utilizando proteinas de fase aguda como marcadores precoces de inflamagéo
tém sido foco na medicina humana e veterinaria (Cicarelli et al., 2005; Coutinho et al., 2013).
Segundo Fagliari e Silva (2002), o estudo eletroforético representa uma das principais
ferramentas para identificar proteinas sanguineas e a eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE) possibilita a visualizacdo de concentragdes
proteicas baixas e a identificagdo de 20 a 30 proteinas com pesos moleculares que variam
entre 24 kDa a 340 kDa. Em nosso estudo foram identificadas 23 bandas proteicas, cujos
pesos moleculares variaram de 16 KDa a 245 KDa e foi possivel a identificacdo das fragdes
proteicas imunoglobulina A (175 KDa), ceruloplasmina (102 KDa), transferrina (83 KDa),
albumina (63 KDa), imunoglobulina G de cadeia pesada (50 KDa), haptoglobina (41 KDa),
al-glicoproteina acida (39 KDa) e imunoglobulina G de cadeia leve (28 KDa).
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A inducdo de placentite em éguas tem sido estudada como modelo experimental para
que se possa identificar estratégias de diagndstico mais precoces, evitando danos a viabilidade
fetal ou o nascimento de potros comprometidos (Coutinho et al., 2013). As éguas deste estudo
foram submetidas a inducdo de placentite através da inoculacdo intracervical de Streptococcus
zooepidemicus na concentracéo de 10” UFC. Coutinho et al (2013) avaliaram a concentragéo
da proteina de fase aguda Amiloide A sérica (AAS) em éguas submetidas a inducdo de
placentite através de metodologia similar e observaram aumento da concentracdo sérica de
AAS 96 horas apds a inoculacdo da bactéria, mantendo-se elevada até o momento do
parto/aborto. A AAS é a proteina de fase aguda mais estudada em equinos, ja conhecida como
marcador inflamatdrio para placentite (Coutinho et al., 2013) e em sepse de potros (Stoneham
et al., 2001). Em nosso estudo essa proteina ndo foi avaliada devido a incapacidade de
detecta-la no método utilizado. No presente estudo, a PFA al-glicoproteina acida se destacou
das demais identificadas na eletroforese, apresentando aumento na sua concentragéo a partir
de 48 horas ap6s a inoculacéo da bactéria, atingindo maiores concentragdes no dia prévio ao
parto e ap6s o parto. Os niveis da al-glicoproteina acida sdo valiosos para o progndéstico e
monitoramento de tratamentos e particularmente Uteis como marcadores para a deteccdo de
doencas no estagio inicial, da extensdo e progressao da doenca, e para acessar a eficacia de
tratamentos ou de alteragBes relacionadas, na tentativa de melhorar 0 manejo ou o meio
ambiente (Smith, 2005). As éguas deste estudo foram submetidas a inducdo de placentite
através da inoculacdo intracervical de Streptococcus zooepidemicus na concentracio de 10’
UFC. Coutinho et al (2013) avaliou a concentracdo da proteina de fase aguda Amiloide A
sérica (AAS) em éguas submetidas a inducdo de placentite através de metodologia similar,
onde observou aumento da concentracdo sérica de AAS 96 horas apds a inoculagdo,
mantendo-se elevada até o momento do parto/aborto. No presente estudo, a PFA al-
glicoproteina &cida se destacou das demais identificadas na eletroforese, apresentando
aumento na sua concentracdo a partir de 48 horas apds a inoculacdo da bacteéria, atingindo
maiores concentracdes no dia prévio ao parto e apos o parto. Os niveis da al-glicoproteina
acida sdo valiosos para o progndstico e monitoramento de tratamentos e, particularmente,
Uteis como marcadores para a deteccdo de doengas no estigio inicial, da extensdo e
progressao da doenca e acessar a eficacia de tratamentos ou de alteracGes relacionadas, na
tentativa de melhorar o manejo ou 0 meio ambiente (Smith, 2005).

Os potros neonatos apresentaram aumento significativo na concentracdo de 1gG a
partir das 12 horas ap6s o0 nascimento, que representa a concentracdo de imunoglobulinas

adquiridas por transferéncia passiva, atraves da ingestdo do colostro. O tipo de ligacao
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placentaria em equinos impede a transferéncia placentéria de imunoglobulinas da égua para o
feto durante a gestacdo, assim, os potros nascem agamaglobulinémicos (Jeffcott, 1971). O
colostro fornece uma fonte imediata de imunoglobulinas e a falha na absorcdo ou aquisicao
dos anticorpos do colostro ou a falha na transferéncia passiva no primeiro dia de vida tém sido
reconhecidas como importantes fatores de risco para a infeccdo (Cohen, 1994). O pico da
concentracdo sérica de 1gG é entre 18 e 24 horas de vida do potro, sendo este 0 momento ideal
para se buscar se houve falha na transferéncia passiva de anticorpos. O valor de corte mais
comumente utilizado para a avaliacdo de absorcao de 1gG é de 800 mg IgG/dl, no qual potros
que apresentam valores abaixo deste sdo candidatos a suplementacdo com transfusédo de
plasma. Potros saudaveis apresentam frequentemente valores em torno de 2,400 mg IgG/dl
(Barton, 2008). No presente estudo, os neonatos nascidos de éguas com placentite ascendente
apresentaram concentracdo média de 847+240 mg IgG/dl nas 24 horas ap0s 0 nascimento.
Este achado corrobora com a concentracdo média de 959 mg IgG/dl encontrada por Barton
(2006), que avaliou a concentragdo de 1gG em potros neonatos comprometidos com 24 a 72

horas de vida.

CONCLUSAO
Com estes resultados podemos caracterizar as concentragdes médias das Proteinas de
Fase Aguda em éguas com placentite e seus neonatos para avaliagdo da salde nesse periodo.

A al-glicoproteina &cida pode ser indicada como um marcador inflamatorio para a placentite.
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4 CONCLUSAO GERAL

Este estudo foi realizado com intuito de encontrar métodos mais seguros
para se identificar infeccbes placentarias durante a gestacdo em éguas, para que se
possa tomar as medidas e tratamento necessarios com antecedéncia, e evitar
perdas gestacionais ou nascimento de potros comprometidos.

Com os resultados apresentados neste estudo, podemos caracterizar as
concentracfes médias das Proteinas de Fase Aguda em éguas com placentite e
seus neonatos para avaliacdo da salde nesse periodo. Observamos que a al-
glicoproteina acida se apresentou de maneira distinta nos animais doentes, podendo
ser indicada como um marcador inflamatorio para a placentite e para identificacéo e

potros de risco.
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