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RESUMO

SOUZA, Thiago Augusto Teles, M.Sc. Universidade Federal de Vicosa, janeiro de
2024. Validacao de kits bioquimicos comerciais humanos para mensuracao do
proteinograma e eletrélitos séricos em equinos. Orientador: José Dantas Ribeiro
Filho. Co-orientadores: Waleska de Melo Ferreira Dantas; Rinaldo Batista Vianna,
Marcel Ferreira Bastos Avanza.

O proteinograma e a mensuracgao dos eletrélitos sdo exames de extrema importancia
para a espécie equina, e os métodos convencionais de mensuracao das proteinas de
fase aguda demandam muito tempo para fornecerem resultados Uteis na pratica
clinica. Nesse intuito e tendo como objetivo também fornecer subsidio cientifico para
comercializacdo de novos produtos para diagnéstico em medicina laboratorial
veterinaria, este trabalho objetivou realizar a validacao de kits bioquimicos comerciais
de proteinograma e eletrdlitos séricos para equinos, através da mensuragdao da
concentragao sérica de proteina total, albumina, alfa-1 glicoproteina &cida, ferritina,
transferrina, imunoglobulina G, imunoglobulina M, bem como sédio, potassio, cloreto,
calcio total, magnésio e fésforo. Foram selecionados 90 equinos higidos, de diferentes
idades e sexo. As amostras foram processadas de forma automatizada através de kits
e equipamento disponibilizado pela empresa Bioclin®, sendo comparadas com os
padroes de referéncia pré-estabelecidos pelo fabricante bem como literatura
especifica. Dos analitos avaliados, apenas o sédio apresentou valor de referéncia
demasiadamente discrepante comparado a literatura consultada. Todos os demais
pardmetros mensurados apresentaram-se dentro dos intervalos de confianca
estabelecidos e limiares de normalidade para a espécie. Conclui-se que os kits
avaliados para os analitos proteina total, albumina, alfa-1-glicoproteina &cida,
imunoglobulina G, imunoglobulina M, bem como cloreto, célcio total, potassio,
magnésio e fosforo tém validagcdo para mensuracdo dos analitos supracitados e os
resultados encontrados no presente estudo podem ser considerados como valores de
referéncia para a espécie equina.

Palavras-chave: Equinos. Bioguimica. Imunoturbidimetria. Valores de Referéncia.



ABSTRACT

SOUZA, Thiago Augusto Teles, M.Sc. Federal University of Vigosa, January 2024.
Validation of human commercial biochemical kits for measuring proteinogram
and serum electrolytes in horses. Adviser: José Dantas Ribeiro Filho. Co-advisers:
Waleska de Melo Ferreira Dantas; Rinaldo Batista Vianna, Marcel Ferreira Bastos
Avanza.

The proteinogram and measurement of electrolytes are extremely important exams for
the equine species and conventional methods for measuring acute phase proteins
require a lot of time to provide useful results in clinical practice. With this aim and with
the objective of also providing scientific support for the commercialization of new
products for diagnosis in veterinary clinical pathology, this work aimed to validate
commercial biochemical proteinogram and serum electrolyte kits for horses, through
measurement of serum concentration of total protein, albumin, alpha acid glycoprotein,
ferritin, transferrin, immunoglobulin G, immunoglobulin M, as well as sodium, chloride,
total calcium, potassium , magnesium and phosphorus. Ninety healthy horses of
different ages and sex were selected. The samples were processed automatically using
kits and equipment made available by the company Bioclin®, being compared with the
reference standards pre-established by the manufacturer as well as specific literature.
Of the analytes evaluated, only sodium presented a reference value that was too
discrepant compared to the literature consulted. All other parameters measured were
within the established confidence intervals and normality thresholds for the species. It
is concluded that the methodologies evaluated for the analytes total protein, albumin,
alpha-1-acid glycoprotein, immunoglobulin G, immunoglobulin M, as well as chloride,
total calcium, potassium, magnesium and phosphorus are validated for measuring the
aforementioned analytes and the results found in the present study can be considered
as reference values for the equine specie.

Keywords: Equine. Biochemistry. Immunoturbidimetry. Reference values.
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1.INTRODUCAO

A equinocultura participa ativamente da atividade pecuaria brasileira devido a
magnitude econ6mica e social que o setor expressa. Segundo dados da Food and
Agriculture Organization (FAO, 2023), o Brasil detém o maio rebanho de cavalos da
América Latina e o quarto maior rebanho mundial, o qual é liderado pelos Estados
Unidos da América, China e México, respectivamente.

Mediante a expansao do interesse pela criagdo de cavalos como animais de
companhia, pratica de esportes, trabalho, equoterapia dentre outras atividades,
também houve aumento nos cuidados com a saude e manejo desses animais, além
do fomento de empresas privadas a pesquisas que certifiguem a acuracia de testes
diagnosticos, promovendo melhorias nos métodos de avaliagdo, monitoramento e
tratamento das enfermidades (MANSUR, 2022).

Nesse sentido, na pratica da clinica veterinaria laboratorial, sobretudo no que
concerne as terapias intensivas, é fundamental fornecer ao clinico, parametros
laboratoriais - biomarcadores hematicos, imunoldgicos e bioquimicos — para orientar
decisdes pertinentes ao diagnéstico, tratamento e prognéstico do paciente. Exempli
gratia, a resposta de fase aguda dos processos morbidos que afetam a saude dos
equinos consiste em um conjunto complexo de reacdes inflamatérias, mediante
infeccao ou lesao tecidual deflagrada pela producao de mediadores inflamatérios pelas
células ou tecidos lesionados (JACOBSEN, 2007).

Neste raciocinio, dentre as diversas modificagcdes organicas, o figado tem sido
responsabilizado pela produgdo exacerbada de algumas proteinas, denominadas
proteinas de fase aguda (PFA) (KOJ, 1996). O padrao de resposta das PFA é espécie-
especifico, € em equinos elas podem ser classificadas como negativas, (quando se
encontram abaixo do intervalo padrao diante de um quadro inflamatério) ou positivas
(quando seus valores se encontram acima daqueles considerados normais para
espécie) (MURATA et al., 2004; SAQUETTI et al., 2008).

Outrossim, os eletrdlitos constituem elementos importantes para a abordagem
clinica do paciente equino, pois seus valores séricos podem refletir alteracbes
provocadas por doencas que resultem em perda de agua e eletrdlitos especificos,
como as doencas gastrointestinais e renais (ESTELL, 2017). Os intervalos de
referéncia para eletrélitos variam entre espécies e sao influenciados por diversos

fatores tais como pela metodologia laboratorial empregada na sua mensuracao; as



13

PFAs, por sua vez, além da variabilidade, apresentam custo e tempo relativamente
elevados para sua mensuracao na rotina clinica (SAQUETTI et al., 2008).

Tendo em vista que a mensuracdo destes parametros em cavalos é realizada
utilizando-se kits bioquimicos desenvolvidos para avaliagcdo em humanos, o presente
trabalho visa realizar a validacdo de kits comerciais para determinacdo dos teores
séricos em equinos higidos de proteina total, albumina, alfa-1-glicoproteina acida,
ferritina, transferrina, imunoglobulina A, imunoglobulina G, imunoglobulina M, bem
como sddio, potassio, cloreto, célcio total, magnésio e fésforo. Além disso, os métodos
utilizados especificamente para mensuracao de proteinas de fase aguda em animais
demoram em torno de trés dias para liberacado dos seus resultados, impedindo a
intervencao do clinico de forma rapida frente a doenca que acometa o paciente. Por
isso, o desenvolvimento de metodologia especifica para a linha veterinaria se faz
necessario a fim de minimizar falhas na detecgao de metabdlitos sanguineos e agilizar
0 processo de liberagao dos resultados.

1.1. Objetivo Geral
Validar kits bioquimicos comerciais da linha humana para a mensuragao sérica de

proteinas totais, albumina, imunoglobulinas e eletrélitos em equinos higidos.

1.2. Objetivos Especificos
e Validar kits bioquimicos comerciais da linha humana para determinar a
concentragao de alfa-1-glicoproteina acida, imunoglobulinas G e M, transferrina

e ferritina séricas em equinos;

e Validar kits bioquimicos comerciais da linha humana para determinar a
concentragao sérica de proteinas totais e albumina.

e Validar kits bioquimicos comerciais da linha humana para afericdo do sédio,
potassio, fosforo, calcio, cloreto e magnésio.

1.3. Hipotese
Os kits comerciais ja disponiveis no mercado para utilizagdo na medicina humana com
suas respectivas metodologias, serdo validados para uso confiavel na medicina

veterinaria.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Proteinas totais (PT’s)

As proteinas compdem a base estrutural das células, tecidos e 6rgaos e suas fracoes
expressam auxilio fundamental no diagnéstico clinico, mensuradas através do soro
sanguineo (KANEKO et al., 2008). Sdo definidas como macromoléculas, constituidas
por aminoacidos, que estabelecem ligacoes covalentes entre si, em que a distribuicao
elétrica dessas ligacdes, associadas ao seu pH podem classifica-las como polares ou
apolares (SILVA et al., 2008).

Essas substancias sado fundamentais a vida e desempenham fungbes como a
transmissao de impulsos nervosos, catalisam reacbes quimicas, sao ferramentas
carreadoras de outras moléculas, além de participarem ativamente da protecao
imunoldgica e sintese e atuagao dos horménios no organismo (HOWORD et al., 2008;
REGO, 2017).

As proteinas representam cerca de 7% do plasma sanguineo e podem ser
divididas emtrés grupos: a albumina, as globulinas e o fibrinogénio, que correspondem
a 55%, 38,5% e 6,5% da concentracao de proteinas plasmaticas, respectivamente
(KANEKO et al., 2008).

Sua mensuracgao visa determinar a concentragdo dessas PTs no sangue, em
que situacdes de elevados teores de PT (hiperproteinemia), que pode estar
relacionada a desidratagdo, ou diminuicao (hipoproteinemia) que pode estar
relacionada com hemorragias, jejum alimentar prolongado, ma absor¢ao de nutrientes
pelo trato gastrintestinal, bem como menor produgédo de proteinas, observada em
casos de insuficiéncia hepética, ou perdas devido a nefropatias e enteropatias
(THRALL et al., 2017).

Sob essa perspectiva, obtém-se as proteinas de fase aguda (PFA), que
recebem essa denominacdo por constituirem uma classe de proteinas a qual
aumentam ou diminuem a concentracdo plasmatica em virtude a uma inflamagéo,
gerando a resposta de fase aguda (QUEIROZ, 2016). Em fungédo dessas respostas,
essas PFA sdo langcadas na corrente sanguinea e sua concentracdo dependera da
severidade da causa (XAVIER, 2011). Entretanto, quando a inflamacédo nao é
detectada através dos sinais clinicos, pode evoluir a infecgdes subclinicas,
ocasionando prejuizos ao desenvolvimento e desempenho do animal (CRISMAN et
al., 2008).
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Neste sentido, a utilizacdo do método laboratorial de Eletroforese de Proteinas
Séricas (EPS) permite o fracionamento das proteinas presentes no sangue conforme
suas cargas elétricas (SILVA et al., 2008). Esse teste € comumente aplicado na
investigagdo de anormalidades proteicas e sa&o essenciais a confiabilidade do
diagnéstico, em que seus resultados sdo expressos de forma percentual e a
concentragao das fragdes mensuradas € ilustrada de forma grafica (MANSUR, 2022).

Segundo Cray et al. (2009), nas coletas de sangue, ao realizar a separacao do
soro, € possivel observar uma elevada quantidade e diversidade proteinas atuando
em varios processos fisioldgicos, carreando outras moléculas, ions e enzimas,
auxiliando na defesa do organismo pelas respostas imunolégicas, além de participar
dos fatores de coagulacao, e entre outras atividades. Mediante a essa essencialidade
da proteina as atividades normais do organismo, a clinica depende das avaliagdes de
suas fracdes, a fim de obter informacdes precisas sobre possiveis desordens agudas
e cronicas que podem estar acometendo o paciente.

2.2. Globulinas

Compreende-se por globulinas séricas totais, a fracdo constituinte da proteina
plasmatica, que pode ser obtida através do célculo de diferenca entre as
concentragdes de proteinas totais e albumina (CARDOSOQO, 2008). Essas globulinas
séo formadas pelas imunoglobulinas (Igs) e as n&o-imunoglobulinas, em que a sintese
e armazenamento das nao-imunoglobulinas ocorrem no figado, que, majoritariamente,
correspondem as PFA, cuja aumento da produgcao hepatica ocorrera em resposta a
uma doenga inflamatéria sistémica. Enquanto, as Igs nao sao produzidas no figado, e
seu teor aumentado no plasma sanguineo pode ser decorrente de elevados indices
de doencas inflamatérias e infecciosas (SCOTT E STOCKHAM, 2011).

Além da classificacdo dos seus constituintes, a globulina pode ser classificada
como alfa, beta e gama, cujo fracionamento é identificado através da eletroforese
proteica, e cada uma dessas fracdes possuem anticorpos que desempenham fungdes
especificas na protecdo contra infecgcbes, além do transporte de lipideos, metais e
bulirrubina, exercendo também fungdes primordiais a imunidade, essas colocac¢oes
estdo diretamente associadas a fracado gama (CARDOSO, 2008).

O conhecimento dessas proteinas é de extrema importancia, visto que sao

indicadores limitados do metabolismo proteico, bem como evidenciam a intercorréncia



16

de processos inflamatérios, auxiliando na leitura das analises clinicas, e na obtengao

de diagnésticos e tratamentos mais efetivos para cada situacao (SILVA et al., 2008).

2.3. Resposta de fase aguda

A resposta de fase aguda consiste em um conjunto complexo de reacdes
inflamatérias, mediante infeccdo ou lesado tecidual deflagrada pela producédo de
mediadores inflamatdrios pelas células ou tecidos lesados (JACOBSEN, 2007).

Dentre as diversas modificacdes organicas, o figado tem sido responsabilizado
pela producdo exacerbada de algumas proteinas, denominadas proteinas de fase
aguda (KOJ, 1996) e tém como funcdao modular a acdo do sistema imune, agindo na
defesa do organismo durante uma resposta inflamatéria (PETERSEN et al., 2004).

2.4. Proteinas de fase aguda (PFAs)

As proteinas de fase aguda sao glicoproteinas produzidas pelos hepatocitos
(JACOBSEN E ANDERSEN, 2007) e que podem ser utilizadas como biomarcadores
espécie-especificos quantitativos de doencas, no diagnostico, prognéstico e no
monitoramento da resposta a terapia (MURATA et al., 2004; PETERSEN et al., 2004;
CERON et al., 2005).

A magnitude das alteragdes nas concentracdes séricas das proteinas de fase
aguda pode ser relacionada com a gravidade da doencga e com a extensao do tecido
lesado. Sao consideradas positivas quando elevam sua concentragdo sérica e
negativas quando diminuem suas concentragbes em resposta ao pProcesso
inflamatorio. Desta forma, as concentragcées das PFAs proporcionam informacdes
importantes sobre o diagndstico e prognostico da doenca (SERIN e ULUTAS, 2010).

2.4.1 Albumina

Considerada a proteina mais abundante do plasma sanguineo, a albumina
corresponde a cerca de 50% do total de proteinas, contribuindo em 80% na
osmolaridade do plasma (CARDOSO, 2008). Entre as funcionalidades dessa proteina,
€ possivel destacar a atuacdo na manutencdo do pH, reserva proteica, realizando
também, o transporte de acidos graxos livres, aminoacidos, metais, calcio e hormdnios
(GONZALES E SCHEFFER, 2002).

A albumina é classificada como uma proteina globular hidrossoluvel que é sintetizada
no figado pelos hepatocitos, e, posteriormente catabolizada nos tecidos periféricos.

Apenas um tergco da sua concentragdo corporal encontra-se no compartimento
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intravascular, sendo a principal responsavel pela homeostase da pressdo osmética,
enquanto dois tercos concentram-se no compartimento extravascular (FENNER,
2003).

Segundo Cardoso (2008), a albumina apresenta alta capacidade de ligagdo com
outras substancias, o que permite que ela atue na desintoxicacado e inativacao de
compostos que possam ser tdxicos ao organismo animal. O autor ainda apresenta que
a albumina equivale a cerca de 40 a 60% das proteinas séricas totais em animais
sadios.

Apesar de as mudancgas no organismo acontecerem lentamente, o nivel de albumina
pode servir como indicador do conteudo proteico na dieta dos animais. Para que a
deteccéo de alteragdes significativas nas concentragdes de albumina no organismo
seja realizada com exatidao, faz-se necessario que avaliacao de pelo menos um més,
em virtude da baixa velocidade de sintese e degradacdo dessa substancia
(BROMERSCHENKEL & MARTINS, 2017).

A deficiéncia de albumina (hipoalbuminemia), dificilmente é identificada, pela razao
dos processos hemostaticos operarem com o intuito de minimizar as alteracées na
concentragao plasmatica. A hipoalbuminemia, pode estar relacionada a deficiéncia de
absorcado proteica, baixa sintese de albumina ou perda dessa substdncia e/ou
degradacao excessiva desta (CARDOSO, 2008; ALMEIDA, 2011). Ainda, animais
parasitados podem apresentar diminuicdo nos teores de albumina sérica, podendo
estar diretamente associadas a danos hepaticos, causados por parasitos
gastrointestinais, doencas renais, hemorragias, sindrome da ma absorcdo e
sobreidratacao (KANEKO et al., 1997; GONZALES E SCHEFFER, 2002; CARDOSO,
2008).

Devido ao figado ser o unico sitio sintetizador de albumina, a hipoalbuminemia é
considerada uma caracteristica evidente de alguma doenga hepatica crénica. A baixa
concentragao de albumina no organismo também acarreta A prejuizos ao metabolismo
de outras substancias devido ao seu papel transportador (KANEKO et al., 2008). Em
contrapartida, a albumina em concentracbes aumentadas € proveniente de possiveis
quadros de desidratacéo e perda elevada de fluidos (CARDOSO, 2008).

2.4.2. Transferrina (TRF)
A transferrina é uma glicoproteina responsavel pelo transporte de ions ferro na

circulacdo, cujo teor sérico tende a decrescer na presenca de condicao inflamatoria.
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(proteina de fase aguda negativa transportadora de ferro). Seu valor diagnéstico esta
relacionado a avaliagdo de enfermidades que interferem no metabolismo deste
elemento (ECKERSALL, 2008).

A interleucina-1 produzida por macréfagos estimula a secrec¢ao de transferrina
pelos hepatdcitos e ha aumento da incorporacéo de ferro dentro do figado. Isso reduz
a disponibilidade de ferro, retardando a invasao bacteriana (TIZARD, 2008). Di Filippo
et al. (2011) encontram niveis de transferrina diminuidos no pré e pds-operatério de
laparotomia em equinos acometidos por sindrome célica.

Resultados semelhantes foram observados por Saquetti et al. (2008), em
equinos submetidos a obstrucao experimental do célon maior. Entretanto, a TRF se
mostrou aumentada no liquido amniético de éguas com placentite (LOUX e BALL,
2018), no soro de cavalos de salto submetidos a treinamento de alta intensidade
(ASSENZA et al., 2016), liquido peritoneal de asininos submetidos a ovariectomia
(BARROS et al., 2018) e em equinos com obstrucao intestinal (NOGUEIRA et al.,
2014).

2.4.3. Alfa-1 Glicoproteina Acida (AGP)

A alfa-1-glicoproteina acida (AGP) é uma proteina glicosilada sintetizada e
secretada principalmente por hepatdcitos, importante no metabolismo e na
imunomodulacgao. Possui afinidade de ligagcao as substancias endégenas e exdgenas,
como serotonina, esteroides, heparina e a alguns farmacos (FOURNIER et al., 2000).

A AGP tecidual contribui com a manutengdo da homeostase, pois protege as
células epiteliais e endoteliais durante processos inflamatérios. Ela também inibe a
ativacao de neutrofilos, aumenta a secrecao do antagonista do receptor de IL-1 por
macrofagos e atua na neutralizacdo de lipopolissacarideos provenientes de bactérias
Gram-negativas (MOORE et al., 1997).

Na espécie equina, os niveis basais da AGP se encontram entre 70 e 90 mg/L
(JACOBSEN, 2007) ocorrendo aumento nas concentragbes séricas da mesma apos
orquiectomia, jejunostomia e na laminite por sobrecarga de carboidratos (TAIRA et al.,
1992; FAGLIARI et al., 1998). Acredita-se que essa proteina esteja mais associada a

processos inflamatdrios crénicos do que agudos (CRISMAN et al., 2008).

2.4.4. Ferritina

A ferritina € considerada tanto uma proteina de armazenamento de ferro no

organismo quanto como proteina de fase aguda (FRIEDRICHS et al., 2010). Ela esta
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presente nos tecidos (tissular) e no soro (sérica). No entanto, o seu significado clinico
em cavalos ainda carece de maiores estudos (SMITH et al., 1986; HYYPPA et al.,
2002) e entende-se que seu papel deve ser estudado conjuntamente com o
estado/funcao do ferro (Fe) no organismo. A presenca de processos inflamatérios
pode induzir sequestro de ferro, condicdo na qual se observa hipoferremia, apesar do
seu estoque estar adequado (SMITH et al.,, 1986; BORGES et al., 2007). Esse
fenbmeno é denominado de pseudodeficiéncia de ferro. Nesses casos, a ferritina
sérica apresenta-se normal.

Em um estudo sobre seu comportamento em equinos acometidos por sindrome
célica, Dondi et al. (2015), observaram que 14 de 54 cavalos apresentaram diminuicao
na concentracao de ferritina, e a hipoferritinemia foi considerada leve em seis deles.
Nesse estudo foi detectada correlacdo entre concentracdo sérica de ferritina e
contagem global de leucdcitos, suscitando um possivel papel da ferritina como
proteina de fase aguda em cavalos, como sugerido anteriormente por Smith et al.
(1986).

2.5. Eletrolitos

2.5.1 Sbdio (Na*)

A concentracao de sédio e o balanco hidrico corporal estao intimamente ligados
e, portanto, ao considerar as razbes para anormalidades nas concentra¢des seéricas
de Na+, é preciso também levar em consideragao o equilibrio hidrico (ESTELL, 2017).
A hipernatremia ocorre se houver excesso de Na* (raro) ou diminuigdo do conteudo
de agua, contudo a administracao inadequada de fluidos hiperténicos também pode
levar ao excesso de Na*. A maioria das causas de hipernatremia inclui perda de agua
pura ou perda de fluidos hipoténicos, onde a perda de agua é maior que a perda de
eletrdlitos. A hiponatremia ocorre mais comumente com perda de liquido isoténico e
subsequente reposi¢ao hidrica ou, possivelmente, com perda de liquido hiperténico,
mais Na* perdido do que dgua (BOHN, 2014).

2.5.2. Cloreto (CI")

Cloreto, juntamente com o s6dio (Na*) sdo os principais ions encontrados no
liquido extracelular. Para manter a neutralidade elétrica, o Cl- normalmente se move
com o Na* ou em oposi¢ao para com o bicarbonato (HCOs’). Quando aumentos ou

diminuicdes no cloreto ocorrem independentemente das alteragcées no sdédio, o status
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acido base deve ser avaliado. Cloreto e s6dio séo os principais ions responsaveis pela
diferenca de ions fortes e tem um impacto significativo no pH de acordo com a teoria
dos lons Fortes de Stewart (ESTELL, 2017).

Os fatores que levam a hipernatremia e hiponatremia de forma semelhante
afetam os niveis de CI'. A hipercloremia pode estar associada a acidose metabdlica
ou ao metabolismo de compensacao para alcalose respiratéria. A hipocloremia pode
estar associada a alcalose metabdlica ou compensacdo metabdlica da acidose
respiratéria (BOHN, 2014).

2.5.2. Calcio (Ca*)

O calcio (Ca**) € um eletrélito muito importante que esta sob rigido controle
hormonal, com a calcitonina, vitamina D e o paratorménio atuando para manter uma
estreita concentracado plasmatica de Ca**. Desempenha um papel importante em
muitos sistemas organicos diferentes, incluindo transmissdo de impulsos nervosos,
contragdo muscular e hemostasia, além de atuar como um segundo mensageiro para
comunicacao celular. Calcio total representa tanto a forma ionizada ativa do calcio
quanto calcio que esta ligado a albumina (40-50% do Ca**). Portanto, alteracées na
concentragdo de proteinas podem resultar em aumentos ou diminuicdes na
concentragao de calcio, embora o calcio ionizado normalmente nao seja alterado
(ESTELL, 2017).

A hipercalcemia é comum em cavalos com insuficiéncia renal cronica e acredita-
se que esteja associada a alto teor de Ca** na dieta. A hipocalcemia sé € relevante
fisiologicamente se afetar o calcio ionizado, e quando aguda, pode estar associada a
flutter diafragmatico sincrénico, tetania ou ileo. A hipocalcemia crénica pode causar
anormalidades esqueléticas (BOHN, 2014).

2.5.3. Potassio (K*)

O potassio (K*) € um ion intracelular importante e menos de 2% do K+ esta livre
no plasma. Portanto, as concentragdes plasmaticas de K+ muitas vezes ndo sdao um
reflexo preciso de todo o conteudo corporal de K*. A principal fonte de potéassio dos
equinos é a dieta e, em condi¢des saudaveis, os rins sdo muito eficientes na excregcao
do excesso (BOHN, 2014). As causas da hipercalemia incluem insuficiéncia renal,
uroabdémen e obstrucdo do fluxo urinario. Diminuigbes leves a moderadas na

concentracdo de potassio sdo comuns cavalos com apetite reduzido. A perda de
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potassio também pode ocorrer através do trato gastrointestinal como resultado de
diarreia ou nos rins devido a administracao de diuréticos ou hiperidratacao (poliuria)
(ESTELL, 2017).

2.5.4. Magnésio (Mg**)

O magnésio é principalmente um cation intracelular, que como o célcio, existe
tanto na forma livre ionizada quanto ligada a albumina. A hipermagnesemia ocorre
com pouca frequéncia em cavalos, mas é mais comumente iatrogénica como resultado
de administracdo excessiva de sulfato de magnésio por via nasogastrica. A
hipomagnesemia é comumente encontrada em cavalos com diminuigdo da ingestao
de alimentos e é mais comumente subclinica (ESTELL, 2017).

Estudos tém mostrado a importancia do magnésio em equinos com abdome
agudo que sao submetidos a cirurgia. Segundo Dart et al. (1992), Garcia-Lopez et al.
(2001) e Delesalle et al. (2005) esses animais apresentam maior possibilidade de
desenvolver decréscimo nos valores de magnésio e célcio. Este evento ocorre
possivelmente por inapeténcia ou anorexia, administragdao intravenosa de fluidos
pobres em célcio e magnésio, resseccao intestinal, ileo adinamico e sepses. As
alteracdes nos valores desses dois eletrélitos podem predispor contribuir para a piora
do quadro de ileo adindmico devido a sua importante participacdo na contracdo da
musculatura lisa. Dai a importancia da afericao desses dois eletrélitos nos casos de

abdome agudo em animais da espécie equina.

2.5.5. Fésforo (P)

O fosforo € encontrado principalmente nos ossos e dentes, mas também
desempenha um papel no armazenamento de energia intracelular e metabolismo na
forma de fosfatos de adenosina (ATP, ADP, AMP) e extracelularmente como tampé&o.
No plasma, o fosfato existe como uma forma inorgénica que é ionizado, complexado
com cations ou ligado a proteinas, enquanto o fésforo intracelular é organico e néao
mensurado (ESTELL, 2017). Causas de hiperfosfatemia incluem insuficiéncia renal
aguda, intoxicagcdo por vitamina D, e hipoparatireoidismo primdrio. Embora a
insuficiéncia renal aguda esteja mais comumente associada a hiperfosfatemia, a
hipofosfatemia ocorre frequentemente com insuficiéncia renal crénica e hipercalcemia
(BOHN, 2014).
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2.6. Descricao metodoldgica para dosagem proteica e eletrélitos séricos

2.6.1. Imunoturbidimetria

A imunoturbidimetria € um ensaio imunométrico, no qual é utlizado a
imunoprecipitacao e a dispersao da luz para quantificar os analitos presentes no soro
ou plasma. A formacgao desses imunoprecipitados provoca turvagao do meio, levando
a diminuicao da intensidade do feixe de luz incidente que atravessa essa solucao
(BOCHENEK, 2007).

Os métodos imunotubidimétricos automatizados sao considerados rapidos,
especificos e precisos, requisitos importantes na rotina laboratorial, uma vez que
permitem rapidez na liberacdo de resultados contribuindo para tomada de decisao
rapida na pratica clinica (HERMES, 2000; SILVA, 2003; NERI, 2007; KRIMER, 2011).

As leituras sao feitas em unidades de absorbancia, que refletem a relagéo entre
luz incidente e transmitida (AVILA, 2001). Nesta técnica, a lipemia, hemdlise e
bilirrubina que interferem na turbidez do meio, podem gerar resultados falsamente
aumentados ou diminuidos. Deve-se considerar também a possibilidade de ocorrer
reacao cruzada com outros componentes, pois hem sempre 0s anticorpos utilizados
nos reagentes tém sensibilidade e especificidade a um tipo especifico de antigeno,
que pode ocasionar erros (SELBY, 1999; BRUGTS et al., 2009).

2.6.2. Método do Biureto

Essa metodologia é utilizada a fim de identificar a concentracao de PTs. As
proteinas presentes no soro sanguineo formam com base em suas ligacdes
peptidicas, complexos corados com ions cupricos em meio alcalino contidos no
reagente de biureto. A intensidade da cor que sera formada, é proporcional a
concentragdo de proteinas no meio, em que os complexos excedentes apresentam
absorcdo maxima de 545 nm. Essa metodologia pode ser realizada de maneira
automatizada e adapta-se a todos os analisadores automaticos do mercado (LIMA et
al., 1975; CARDOSO, 2008).

2.6.2. Método de Bromocresol
A albumina forma um complexo com o corante verde de bromocresol em pH &cido,

realizando a modificacdo da absorc¢éao espectral do mesmo, tornando-se o principio do
erro proteico dos indicadores. A absorgcédo apresentada por esse complexo (630 nm),
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sera proporcional as concentracdes de albumina presentes na amostra coletada
(KANEKO et al., 1997; CARDOSO, 2008).

2.6.3. Método de Ponto Final

Para a realizacao da técnica de ponto final as amostras sao dispostas em
cubetas de amostras. Os reagentes necessitam de preparacdo prévia, além da
necessidade de utilizagdo de um padrao (substancia com valores pré-definidos), que,
comumente sao fornecidos pelos fabricantes, junto ao programa e o teste de qualidade
que sera utilizado, que por sua vez, também apresenta valores pré-estabelecidos por
lote pelo fabricante (CARDOSO, 2008).

Ap6s a aprovacao da metodologia para todos os parametros, os testes sao
iniciados conforme a rotina descrita e realizados separadamente para cada analito. De
modo que a leitura espectrofotométrica é realizada com base no comprimento de onda,
sendo dependente da capacidade de absorcao de luz de cada pardmetro mensurado
(CARDOSO, 2008).

O processo € automatico, em que o equipamento efetua as pipetagens das
amostras e de seus respectivos reagentes, de acordo com as calibragens especificas
que foram efetuadas inicialmente no programa utilizado. Ainda, realiza o calculo das
concentracbes, baseando-se nas informacdées dos valores padrdes e suas
absorbancias pertencentes. Por fim, o resultado é liberado apdés a amostra ter sido
avaliada em todos os seus parametros, disponibilizando também, as unidades de
medidas a serem utilizadas (CARDOSO, 2008).

2.7. Validacao de kit bioquimico

O processo denominado validagdo € o desenvolvimento de um método
analitico, a adaptacéao ou implementagdo de método conhecido que envolve processo
de avaliacdo que prove sua eficiéncia na rotina do laboratério (WALSH, 1999). Um
numero estatisticamente significativo de amostras deve ser usado no processo de
avaliagcao e estes devem abranger toda a gama de resultados para o uso pretendido
(AMARANTE et al., 2001). Quando se realizam medidas huma mesma amostra em
circunstancias idénticas, nem sempre os resultados sao idénticos, devido aos erros
gerados por fatores como operadores, diferentes equipamentos e diferencas de
calibracao (CARDOSO, 2008).

Em estudos de precisdo de sistemas analiticos deve-se considerar dois
componentes de variacdo: repetitividade e reprodutibilidade (WALSH, 1999). Os
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parametros de validacao de métodos analiticos envolvem seletividade, sensibilidade,
repetibilidade, reprodutibilidade e exatidao (GALORO, 2009).

2.7.1. Seletividade

A seletividade de um método € a precisdo de sua medi¢cdo na presenca de
interferéncias como como microrganismos concorrentes nao- alvo, impurezas,
degradantes e componentes da matriz. Métodos que empregam procedimentos como
cromatografia e espectrometria de massa, tém a capacidade de ser muito seletivos.
Mas, métodos baseados em medicoes colorimétricas podem ser afetados pela
presenca de co-extratos de amostras coloridas ou compostos com propriedades
quimicas semelhantes ao analito estudado (HUBER, 1998; GALORO, 2009).

2.7.2. Sensibilidade

A sensibilidade € a capacidade do método em distinguir, com determinado nivel
de confianga, duas concentracdes préximas. Quanto maior a sensibilidade melhor o
método é capaz de distinguir pequenas mudangas na concentragdao do analito
(WALSH, 1999).

2.7.3. Repetibilidade

Repetibilidade € a aproximagéao entre os resultados de medigbes sucessivas da
mesma mensurada, efetuadas nas mesmas condicbées de medicdo no mais curto
espago de tempo, incluindo o mesmo laboratério, 0 mesmo analista, 0 mesmo

equipamento, o mesmo tipo de reagentes (HUBER, 1998).

2.7.4. Reprodutibilidade

Reprodutibilidade representa a aproximacao entre resultados das medi¢des da
mesma amostra mensurada, com alteracdo de pelo menos uma das condigbes de
medig&o, ou seja: 0 mesmo laboratério ou diferentes laboratorios; diferentes analistas,
diferentes equipamentos e diferentes épocas. A repetibilidade e a reprodutibilidade
podem exprimir-se quantitativamente em termos das caracteristicas da dispersao dos
resultados (HUBER, 1998).

2.7.5. Exatidao
A exatidao, definida como a concordancia entre o valor real do analito na

amostra e o estimado pelo processo analitico, € um dos pontos mais cruciais para o
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propésito da validacao. Pode ser estabelecida mediante comparacao entre os valores
obtidos pelo método proposto com os valores obtidos para as mesmas amostras com
outro método validado (GALORO, 2009).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Aspectos éticos

Este trabalho foi realizado conforme as Normas de Conduta para o uso de
Animais no Ensino, Pesquisa e Extensdo do Centro Universitario de Vigosa —
UNIVICOSA (n° 034.2019-2) e pela Universidade Federal de Vicosa, Campus Vicosa.

O experimento foi conduzido no experimento foi realizado no Laboratério de
Pesquisa Animal do Centro Universitario de Vicosa — UNIVICOSA e no Laboratério de
Pesquisa em Medicina Interna Veterinaria (LPMIV) do Departamento de Veterinaria da
Universidade Federal de Vicosa, sob orientacdo dos Médicos Veterinarios, Prof. Dr.
José Dantas Ribeiro Filho (CRMV-MG 5316) e Waleska de Melo Ferreira Dantas
(CRMV-MG 5317).

3.2. Delineamento Experimental

Foram selecionados 102 equinos adultos, da raca Mangalarga Machador, de
ambos os sexos e diferentes faixas etarias, sem alteracdes clinicas, provenientes de
trés haras da regiao de Vicosa — MG, Zona da mata Mineira, latitude 20° 45’ 14” S,
longitude 42° 52’ 53” W, durante o més de fevereiro de 2020, com média de
temperatura de 24°C.

Como critério de inclusédo para o estudo, permaneceram aqueles animais cujo
estado de saude se enquadrou como higidos, por meio de avaliacao clinica (Feitosa,
2014) e realizacao de exames laboratoriais pré-operatorios, como hemograma, alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), creatinina, fosfatase
alcalina e ureia e cujos tutores concordaram com a participacao por meio de Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo A), totalizando 90 animais.

As amostras de sangue foram coletadas por puncéo da veia jugular externa
apos a antissepsia local com alcool 70 por meio de coleta a vacuo, utilizando agulhas
hipodérmicas 25x0,8mm descartaveis acopladas a adaptador de coleta a vacuo
(agulha e adaptador Vacutainer BD®).

O sangue foi acondicionado em tubos contendo gel ativador de coagulo e tubos
com agente quelante &cido etilenodiamino tetra acético (EDTA).
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As amostras coletadas sem anticoagulantes foram centrifugadas, separadas em
aliquotas de soro para, posteriormente, serem realizadas a mensuracao sérica dos
analitos, que foram dosados em triplicatas. As andlises foram realizadas em um
analisador bioquimico automatico Bioclin 2200 (Bioclin®), utilizando os kits comerciais

do mesmo fabricante.

3.3. Analise Bioquimica

Para avaliacao e validagao do sédio e potassio, utilizou-se 0 método enzimatico,
fosforo (método UV de Ponto Final) calcio total (método colorimétrico de ponto final),
cloreto (método colorimétrico) e magnésio (método MANN YOE colorimétrico). O
método de biureto foi utilizado para determinar a concentragdo sérica de proteinas
totais e o Verde Bromocresol para mensuragao de albumina.,

Para a validacdo das proteinas de fase aguda, empregou-se o método
imunoturbidimétrico, os quais continham anti-soro humano para a reacdo de
imunoprecipitacao, respeitando as particularidades de cada proteina em sua analise.

A mensuragao da ferritina foi realizada por medicdo fotométrica da reacao
antigeno-anticorpo, entre particulas de latex marcadas com anticorpo anti-ferritina e
ferritina presente na amostra.

A determinacao da alfa-1-glicoproteina acida, transferrina, imunoglobulinas G
e M, permite a determinagdo quantitativa dessas proteinas no soro por
imunoprecipitagéo, na presenga de um polimero ativador que aumenta a sensibilidade
a velocidade do ensaio imunoturbidimétrico. Apds, formam com o anti-soro (anticorpo)
especifico um complexo insolavel, produzindo turbidez, cuja absorbancia é
proporcional a concentra¢ao do analito na amostra.

Todas as analises foram realizadas em Analisador Bioquimico Automatico
Bioclin 2200 (Bioclin®), utilizando os kits comerciais do mesmo fabricante.

3.4. Andlise dos dados

Os dados foram submetidos a analise estatistica descritiva para obtencéo das
meédias, desvio padréo, coeficiente de variagao e intervalo de confianga. Além disso,
eles também foram submetidos a Andlise de variancia (ANOVA) para que as médias
fossem comparadas por meio do teste t de Student, utilizando-se o software SigmaPlot
11.0 (Systac Software Inc., San Jose, USA), ao nivel de 5% de significancia.

Foi realizada a avaliagcao de repetibilidade nos dados brutos e na deteccéo dos
Outliers usando o site QuickCalcs. Posteriormente, as variaveis quantitativas foram
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submetidas ao teste de normalidade e homogeneidade de variancia, aplicando-se a
sua respectiva andlise. As andlises estatisticas foram realizadas no programa Sigma
Plot 11.0, considerando-se o nivel de significancia de 5% para todas as variaveis.
Realizou-se também a avaliacdo de reprodutibilidade nos dados brutos entre os
valores de replicata do mesmo animal. Valores muito discrepantes indicam falha de
leitura e ndo foram incluidos na avaliagdo. Apés, calculou-se a média das replicatas
de cada animal. Para a detecgao de Ouitliers sera utilizado o site QuickCalcs. Apés, o0s
dados foram submetidos a estatistica basica descritiva para obteng¢ao dos valores de
normalidade de cada espécie, no GraphPad Prima.

Foi realizado o calculo do valor superior e inferior dos limites de referéncia pelo
método n&o paramétrico. Para determinar os valores de percentil realizar o calculo:

1. Percentil 2,5% = 0,025 *(n+1)

2. Percentil 97,5%= 0,975 *(n+1)

Os valores resultantes indicam o limite inferior (percentil 2,5%) e superior
(percentil 97,5%) do valor de referéncia.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Proteinograma

Os resultados do processamento sérico de proteinas foram tabelados e estao
dispostos na tabela 1 a seguir e nas figuras de 1 a 7. Os valores considerados
outliers, apOs analise estatistica, ndo estdo expostos na tabela a seguir.

Tabela 1. Coeficiente de variagdo, valor minimo, valor maximo, média, desvio padrao

e intervalo de confianga dos parametros proteicos avaliados em equinos higidos.

IC (95%)
Parametro N Média cv
Minimo Maximo

Proteinas totais (g/dL) 76 6,42+0,63 0,09 5,00 7,97

Albumina (g/dL) 79 2,62+0,33 0,12 2,00 3,70

Transferrina (mg/dL) 80 1,45+0,71 0,48 0,33 3,67

Ferritina (mg/dL) 80 8,35+15,53 1,85 0,00 124,2

Imunoglobulina G (mg/dL) 80 380,3+36,72 0,09 260,7 463,3

Imunoglobulina M (mg/dL) 80 66,74+19,4 0,29 27,67 105,3
Alfa-1glicoproteina acida

80 0,86+0,56 0,65 0,00 2,67

(mg/dL)

*N = nimero de amostras avaliadas. *CV = Coeficiente de variacdo. *IC = Intervalo de confianga.
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Ao analisar o intervalo de confianca estabelecido pelo programa estatistico, é
possivel constatar que todos os analitos apresentaram-se dentro dos valores de
referéncia existentes na literatura consultada. Com base na média de 76 amostras
avaliadas, a concentracao de proteinas totais no presente estudo foi de 6,42 = 0,63
g/dL (Tabela 1). Resultado semelhante também foi encontrado por Mundim et al.
(2004), ao avaliarem a amplitude de variacao dos constituintes sanguineos em equinos
utilizados para trabalho nos centros urbanos, chegando em média de concentragao de
PTs de 7,67 g/dL, também apresentando-se dentro dos padrbes de referéncia
estabelecidos no estudo em questao. Ainda, comparando as médias apresentadas das
amostras entre machos e fémeas, os autores ndo observaram diferencas estatisticas
na concentracao proteica em virtude do sexo do animal, dado que néo foi avaliado no
presente estudo
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Figura 1. Grafico boxplot de distribuicdo dos valores obtidos de proteina total em

equinos higidos.
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Na avaliagdo do boxplot pode-se observar que a distribuicdo dos dados foi

uniforme, ou seja, os resultados obtidos se encontraram de forma semelhante entre o

primeiro e terceiro quartil, proximos a mediana. Esse resultado demonstrou que a

andlise empregada foi efetiva e que o kit utilizado foi capaz de determinar os valores

de proteinas totais, como descrito por outros autores utilizando kits comerciais

diferentes, porém com a mesma metodologia (Mundin, 2006; Cardoso, 2008).

E importante ressaltar que, quanto mais uniforme a distribuicdo dos resultados ao

redor da mediana, maior sera acuracia dos resultados, dando ao clinico seguranca
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para interpretacdo dos resultados e, consequentemente, melhores diagnéstico,
prognéstico a acompanhamento terapéutico em animais enfermos.

Veiga et al. (2004), estudando populacéo de cavalos da raca Crioula na regiao
sul brasileira, encontrou resultados superiores aos obtidos neste trabalho, com médias
de 8,38 g/dL e 8,15 g/dL, respectivamente. Esses valores podem ser justificados com
base na metodologia utilizada (refratometria) diferir da utilizada no presente trabalho,
bem como da populacéo e condi¢des de manejo e clima.

Segundo estudo promovido por Bromerschenkel e Martins (2017), a concentracao de
proteinas totais pode variar conforme a idade, niveis de estresse e/ou estado de saude
em que o animal se encontra. No presente estudo, os animais foram avaliados em seu
habitat natural, sob minimas condicbes de estresse, demonstrado pela minima
amplitude dos resultados e todos se encontravam saudaveis.

Nesse estudo, a albumina também se manteve dentro do limiar inferior e superior
definidos em 2 g/dL e 3,10 g/dL, respectivamente, apresentando média de 2,62 g/dL
(Tabela 1).
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Figura 2. Grafico boxplot de distribuicdo dos valores obtidos de albumina em equinos
higidos.
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Utilizando kit do fabricante Bioclin como base para a determinagéo de albumina,
Cardoso (2008), obteve resultado semelhante (2,78 g/dL), comparando-a com médias
obtidas por outras técnicas para mensuragao de albumina por distintos fabricantes (In-
Vitro Human e Labtest). Tal similaridade de resultados também foi constatada por
Kaneko et al. (1997) e Radostits (2002), que encontraram médias de 3,15 e 3,3 g/dL
de albumina no plasma sanguineo de equinos adultos, apresentando-se dentro do
intervalo de confianca estabelecidos pelo fabricante. Ainda, Souza et al. (2019), ao
realizarem a avaliacdo do proteinograma sérico para equinos da raca Campeiro,
observaram médias similares (2,5 g/dL). Entretanto, ndo foi possivel comparar os
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valores de referéncia, visto que o estudo ndo descreveu a metodologia para
mensuracao de albumina e o fabricante do kit comercial adotado.

Com base nos dados da tabela 1, reforcados na figura 3, as médias obtidas
através do processamento de 80 amostras dos parametros transferrina e ferritina foi
de 1,45 mg/dL e 8,35 mg/dL respectivamente. Entretanto, ndo foi possivel realizar a
comparacao com os intervalos de confianga de outros kits, em virtude da auséncia de

informagdes para esses analitos nos kits comerciais trazidos como base comparativa.

Figura 3. Grafico boxplot de distribuicdo dos valores obtidos de transferrina em

equinos higidos.
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Figura 4. Grafico boxplot de distribuicdo dos valores obtidos de ferritina em equinos

higidos.
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Na avaliacdo da transferrina foi possivel observar que a distribuicdo dos

resultados ndo foi homogénea. Os resultados apresentados ndo se encontraram

proximos a mediana, onde foi verificada a dispersdo dos dados obtidos com varias

repeticbes de valores abaixo do terceiro quartil, como acima do primeiro quartil.

Baseado nos resultados obtidos, pode-se inferir que houve interferéncia da

imunoprecitagdo por utilizagdo de anticorpos humanos, ndo demonstrando, de fato,

valores compativeis com a normalidade para essa espécie. Em contrapartida, os

valores encontrados de ferritina se apresentaram, em sua maioria, com valores

zerados. Além da influéncia dos anticorpos humanos utilizados, também pode-se
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inferir que os limites inferiores de deteccdo do kit, podem ter influenciado nesse
resultado.

De acordo com Machado et al. (2010), a transferrina é considerada uma PFA

negativa, cuja sintese € realizada nos hepatécitos e macréfagos, sendo responsavel
pelo transporte de ferro no plasma e nos fluidos extracelulares. Essa proteina promove
a entrada de ferro nas células, garantindo que este permaneca de forma soluvel e ndo
toxica (PEELING et al., 2008).
Segundo Di Fillipo et al. (2011) a transferrina € uma glicoproteina responsavel pelo
transporte de ions ferro na circulagao, cujo teor sérico tende a decrescer na presenca
de condicao inflamatéria por agdo da interleucina-1 produzida por macréfagos. Esta
estimula a secrecao de transferrina pelos hepatécitos e ha aumento da incorporacao
de ferro dentro do figado, reduzindo a disponibilidade de ferro e retardando a invasao
bacteriana (TIZARD, 2008). Essas observacdes concordam com a hipotese levantada
por Kaneko et al. (1997), de que a transferrina € uma proteina de fase aguda negativa,
que diminui sua concentragcao no soro.

No que se refere a ferritina, o nimero de resultados com valor zero
inviabilizaram a avaliacao de repetibilidade. Sabe-se que seu papel como proteina de
fase aguda em equinos carece de maiores estudos e a presenga de processos
inflamatérios pode induzir sequestro de ferro, condicdo na qual se observa
hipoferremia, apesar do seu estoque estar adequado (SMITH et al., 1986; BORGES
et al., 2007). Esse fenbmeno é denominado de pseudodeficiéncia de ferro. Nesses
casos, a ferritina sérica apresenta-se normal.

As figuras 5 e 6 trazem a distribuicdo e os valores médios, superiores e inferiores da
mensuragado das imunoglobulinas G e M em equinos higidos.
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Figura 5. Grafico boxplot de distribuicdo dos valores obtidos de imunoglobulina G em
equinos higidos.
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Figura 6. Grafico boxplot de distribuicdo dos valores obtidos de imunoglobulina M em
equinos higidos.
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Na avaliacdo de ambos boxplots pode-se observar que a distribuicdo dos dados
foi aproximadamente uniforme, com os resultados de mensuracdo obtidos se
encontrando majoritariamente entre o primeiro e terceiro quartil, préximos a mediana.
Os resultados dispersos abaixo do primeiro quartil e acima do terceiro quartil para
ambas imunoglobulinas se mostraram equivalentes, contribuindo para uma maior
amplitude no intervalo de referéncia, bem como maior variabilidade ao redor da
média,semelhante a resultados encontrados com metodologia eletroforética,
permanecendo dentro do intervalo de confianga. Esse resultado demonstrou que a
analise empregada foi efetiva e que o kit utilizado foi capaz de determinar com
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confiabilidade a amplitude dos valores das imunoglobulinas G e M. Souto (2019), ao
comparar o proteinograma sérico de equinos acometidos por célica e animais sadios,
pdde constatar que no momento zero de avaliacao (chegada na clinica), os animais
higidos (grupo controle) apresentaram maiores concentrages séricas de IgG de
cadeia pesada (média de 764 + 404), contudo o trabalho supracitado realizou a
mensuracao de imunoglobulinas por método eletroforético (SDS-PAGE). Kaneko et al.
(2008), expde que a IgG corresponde a classe de imunoglobulinas encontradas em
maior concentracao no soro, sendo responsaveis pela resposta humoral e produzidas
pelo sistema imune em resposta a estimulos antigénicos. A IgG é a imunoglobulina
padrdo-ouro para determinar o sucesso ou a falha na transferéncia de imunidade
passiva via colostro em equinos. Bromerschenkel e Martins (2017) puderam inferir que
equinos neonatos manifestaram maiores concentragdes de PTs apds a ingestao do
colostro. Kuhl e colaboradores (2011), também chegaram a essa conclusdo, ao
avaliarem os parametros proteicos de potros apds o nascimento e nas 12 horas e 72
horas apés a ingestao do colostro, sendo possivel observar que os maiores teores de
PTs se deram apoés as 72h de vida e, consequentemente, mamada do colostro

Por sua vez, a IgM é um pentamero ciclico que atua na imunidade antecedendo
a producdo de IgG (KANEKO et al., 2008). Perkins et al. (2003), avaliando as
concentragbes de IgG e IgM em equinos adultos higidos encontrou valores
semelhantes para IgM aos observados no presente trabalho. Segundo esses autores,
em equinos adultos higidos a IgM é a imunoglobulina inicialmente produzida, e a
exposi¢do continua ao antigeno induz aumentos em outros isotipos, principalmente
lgG, sem provocar aumento adicional nas concentragbes séricas de IgM. Esta
representa aproximadamente 10% da imunoglobulina sérica total e, em contraste com
a IgG sérica, a IgM materna tem uma meia-vida mais curta (5 a 16 dias). Os mesmos
autores observaram que concentragdes de IgM sérica menores que 60 mg/dL ocorrem
em cavalos com linfoma entre outras doengas, € as concentracées aumentam na
maioria dos cavalos com doencas nao neoplasicas assim que a queixa clinica inicial é
resolvida.

A média sérica encontrada de alfa-1-glicoproteina acida (AGP) foi de 0,65
mg/dL. (Figura 7).
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Figura 7. Grafico boxplot de distribuicdo do valor obtido de alfa glicoproteina acida
(AGP) em equinos higidos.
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Na avaliacdo da alfa-1-glicoproteina é&cida foi possivel observar que,
semelhante aos graficos das proteinas transferrina e ferritina, a distribuicdo dos
resultados nao foi homogénea, ndo estando os resultados apresentados préximos a
mediana, verificando-se a dispersdo dos dados obtidos com varias tendéncias de
repeticdes de valores, tanto abaixo do primeiro quartil quanto acima do terceiro quartil.
Baseado nos resultados obtidos, pode-se inferir que houve interferéncia da
imunoprecitagdo por utilizagdo de anticorpos humanos, ndo demonstrando, de fato,
valores compativeis com a normalidade para essa espécie. Além da influéncia dos

anticorpos humanos utilizados, também pode-se inferir, dado o numero de repeticdes
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de valor zero, que os limites inferiores de deteccao do kit podem ter influenciado nesse
resultado.

Souto (2019), utilizando metodologia de eletroforese SDS-PAGE encontrou
média de 57,1 + 11,34 mg/dL em animais higidos (grupo controle) e discute que a alfa-
1-glicoproteina &cida demonstrou ser uma PFA interessante a ser analisada mesmo
nao tendo apresentado diferenga estatistica nos momentos avaliados devido sua
concentragdo ter se mantido elevada nos animais acometidos tanto por coélicas
diagnosticadas como de resolugao clinica quanto cirurgica.

Ainda em relacao a alfa-1-glicoproteina acida, Di Filippo et al. (2011), constataram
maiores teores dessa proteina em animais dos grupos 2 e 3 (equinos com célica
submetidos a laparotomia para correcao da tor¢cdo de célon e equinos com colica
submetidos a laparotomia para corregao de ileo, de forma respectiva), em todos os
momentos de avaliagao pré e pds-operatorio. Os autores justificam esse ocorrido com
base na teoria de Murata et al. (2004), que aponta que a AGP desempenha duas
funcdes fisiologicas, em que, na primeira apresenta afinidade e ligagdo com farmacos
e metabdlitos enddgenos, tais como a heparina, histamina, serotonina, esteroides e
catecolaminas e a imunomodulacdo. Ademais, auxilia na remocdo de
lipopolissacarideos (LPS) da circulacao através da ligacao direta estabelecida com os
mesmos, neutralizando sua toxicidade, como esclarecido por MOORE et al. (1997).

Ainda segundo Souto (2019), a a-glicoproteina acida demonstrou ser uma PFA
interessante a ser analisada mesmo nao tendo apresentado diferenca estatistica nos
momentos avaliados devido sua concentracdo ter se mantido elevada nos animais
acometidos tanto por cdlicas diagnosticadas como de resolugédo clinica quanto

cirurgica.

4.2. Eletrolitos

Os resultados do processamento sérico dos eletrdlitos foram tabelados e estao
dispostos na tabela a seguir e nas figuras de 8 a 13. Os valores considerados outliers,
apos andlise estatistica, ndo estdo expostos na tabela a seguir.

Tabela 2. Coeficiente de variagdo, valor minimo, valor maximo, média, desvio padrao
e intervalo de confianca dos eletrolitos avaliados em equinos higidos.

IC (95%)
Parametro N Média cv

Minimo Maximo

Sédio (mMol/L) 80 122,70£19,96 0,16 73,0 145,7
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Potdssio (mMol/L) 80 3,75+0,53 0,14 2,50 4,90
Cloreto (mEq/L) 80 89,03+2,76 0,03 80,67 94,33
Calcio total (mg/dL) 75 10,41+0,76 0,07 8,03 12,70
Fésforo (mg/dL) 79 3,03+0,82 0,27 2,03 6,30
Magnésio (mg/dL) 80 1,58+0,56 0,35 0,17 3,33

*N = nimero de amostras avaliadas. *“CV = Coeficiente de variacido. *IC = Intervalo de confianca.

Figura 8. Grafico boxplot de distribuicao dos valores obtidos de so6dio (Na) em equinos

higidos.
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Na avaliacéo do sédio, foi possivel verificar no grafico boxplot que a maior parte

dos resultados obtidos estavam concentrados no primeiro quartil. Esses resultados

demonstraram que, apesar de estarem em consonancia com os valores de referéncia

encontrados na literatura, os demais resultados encontrados abaixo do terceiro quartil

nao se apresentaram compativeis com a vida em equinos saudaveis. Tendo em vista
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que a média de Na* verificada foi de 122,70 mMol/L, resultados encontrados por
Mundim et al. (2004) definiram concentragbes médias de 132 mMol/L em equinos
higidos utilizado para trabalho em centros urbanos. Coelho et al. (2011), ao avaliar
cavalos atletas em repouso, antes da atividade e depois da atividade atlética, também
constatou médias parecidas de 141,5 mMol/L, 154,5 mMol/L e 139,4 mMol/L,
respectivamente. Os autores justificaram que o0 aumento significativo de Na* antes da
prova pode ser consequéncia do transporte dos animais até o local da prova, em que
durante o percurso ha restricao de alimento e agua.

Hughes e Bardell (2019) avaliando 139 equinos higidos sistemicamente e
referenciados para cirurgias eletivas encontram valores de referéncia entre 133 e 141
mMol/L para o sédio. Diferindo do presente estudo, esses autores utilizaram amostras
de sangue arterial e a metodologia de ions seletivos mensurados por aparelho de
hemogasometria. Os valores de limite inferior encontrados na avaliacao do kit Bioclin
nao encontram paralelo nas outras referéncias comparadas na imagem, bem como na
literatura consultada. Como a metodologia enzimatica ainda ndo & amplamente
estudada para analise desse eletrdlito, acredita-se que ha necessidades de novos
estudos para melhor composicao dos reagentes nos kits com essa finalidade.

Segundo Ribeiro Filho et al. (2020), a hiponatremia é condicao de desequilibrio
eletrolitico comum em equinos adultos e potros acometidos por refluxo enterogastrico
e colites, e seu tratamento requer correcdo cautelosa para restabelecimento da
concentracao do sodio com o intuito de evitar a sindrome desmielinizante. Esta ultima
pode ocorrer em pacientes com hiponatremia acentuada (<120 mEg/L) dependendo
da velocidade com a qual o sodio € administrado.

De acordo com Santos (2006), alteracdes de elevagdo na concentracado sérica
de sodio (hipernatremia) sdo decorrentes do déficit hidrico em relacdo a concentragdes
de solutos corporais. Esse fator pode ser causado principalmente pela saida
intracelular de sédio, bem como, por uma reducéo proporcional na taxa de excrecao
desse eletrdlito por urina e suor. De maneira reversa, a diminuicdo de Na* pode ser
observada em animais com excessiva sudorese, visto que o0 suor dos equinos contém
consideraveis quantidades de sodio, potassio e cloreto.

Com isso, pode-se inferir que o método enzimatico utilizado nesse estudo néo foi
efetivo, possivelmente devido a sua composi¢do quimica, para mensuracao do sédio
em equinos. E recomendavel, nesse caso, que o fabricante reveja a composigao do kit

e realize adaptagao para a espécie em estudo.
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Figura 9. Gréfico boxplot de distribuicdo dos valores obtidos de potassio (K) em

equinos higidos.
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Na avaliacao do boxplot pode-se observar que a distribuicdo dos dados para o
potassio foi uniforme, ou seja, os resultados obtidos se encontraram de forma
semelhantes entre o primeiro e terceiro quartil, proximos a mediana. Esse resultado
demonstra que a andlise empregada foi efetiva e que o kit utilizado foi capaz de
determinar os valores do eletrdlito potassio. Em pesquisa conduzida por Cardoso
(2008), essa conformidade também pdde ser observada ao compara-las as médias
obtidas pela metodologia do kit Bioclin ao de dois outros fabricantes. Essa similaridade
de resultados pode ser explicada pela utilizacdo de técnicas de avaliagao
semelhantes. Segundo Art e Lekeux (2005), as concentragdes de K* estdo diretamente

ligadas a intensidade de esforco e exercicio que o animal desempenha, em que,
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quanto mais intensa for a quantidade desse movimento, maior sera o numero de fibras
musculares em atividade liberando potassio ao meio extracelular. Neste caso, esta
relacionada com a distancia percorrida pelos animais desde a baia ao local de
realizacdo das provas de laco, gerando um maior esforco fisico.

Os eletrélitos cloreto (Cl) e célcio (Ca**) também foram mensurados e
apresentaram médias séricas de 89,03 mEqg/L e 10,41 mg/dL, de forma respectiva. Os
resultados estao ilustrados nas figuras 10 e 11.

Figura 10. Gréafico boxplot de distribuicdo dos valores obtidos de cloreto (Cl) em

equinos higidos.
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Figura 11. Grafico boxplot de distribuicdo dos valores obtidos de calcio total em

equinos higidos.
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Na avaliacdo de ambos os boxplots anteriores, pode-se observar que a

distribuicdo dos dados para o célcio e o cloreto apresentaram resultados distribuidos

de forma semelhante entre o primeiro e terceiro quartil, proximos a mediana,

demonstrando que a andlise empregada foi efetiva e que o kit utilizado foi capaz de

determinar os valores para ambos os eletrélitos. Em pesquisa conduzida por Cardoso

(2008), essa conformidade também pdde ser observada, encontrando médias

semelhantes e ao compara-las pela metodologia do kit Bioclin ao de dois outros

fabricantes.
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Respostas semelhantes foram obtidas por Mundim et al. (2004), com média de
82,43 mEqg/L de Cl e 10,01 mg/dL de Ca total. Os autores ressaltaram que embora os
resultados estejam dentro da amplitude de variacdo normal do experimento, valores
de CI" e Ca* abaixo do estimado, podem ser reflexo de uma suplementagédo mineral
inadequada, bem como, podendo ser atribuida também a perdas por sudorese
(KANEKO et al., 1997).

Ribeiro et al. (2004), avaliando os constituintes séricos de equinos atletas antes
e apbs provas de corrida de longa distancia, observou quedas significativas nas
concentragdes séricas de Ca** entre o final do primeiro dia e inicio do segundo dia de
competicdo, que pode estar associada aos atributos mencionados.
As médias encontradas para os parametros fésforo (P) e magnésio (Mg), foram 3,03
mg/dL e 1,58 mg/dL, respectivamente. Os resultados estdo ilustrados nas figuras 12 e
13.
Figura 12. Grafico boxplot de distribuicdo dos valores obtidos de fosforo em equinos
higidos.

Fosforo

n=79 (1 outlier)

7.07 Min= 2,030 mg/dL
Max= 6,300 mg/dL
Média= 3,036 mg/dL
6.5+ SD= 0,82 mg/dL
v
6.0- Z v 6,03 mg/dL
v
5.54
v
Y
5.0 )
v
4.5 . IS
v
o v Yy
Lo A 4
5 4.04 Yyy
£ Yyv
Yy ! Yew? vy
Yy ¥Y
3.59 ;vvv::vv;:'
Yvyyvy?yY
22852 20
3.04 Y
vy x AR
2.51
¥ 2,27 mg/dL
2.04 v
1.5+
1.0




46

Figura 13. Grafico boxplot de distribuicdo dos valores de magnésio obtidos em equinos

higidos.
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Do mesmo modo, na avaliagdo de ambos os boxplots anteriores, pode-se
observar que a distribuicdo dos dados para o fosforo e o magnésio apresentou
resultados distribuidos de forma semelhante entre o primeiro e terceiro quartil,
proximos a mediana, demonstrando que a analise empregada foi efetiva e que o kit
utilizado foi capaz de determinar os valores para ambos os eletrolitos. Para a
concentragao de fosforo, Mundim et al. (2004), obteve médias similares entre 3,0
mg/dL e 3,1 mg/dL, estando dentro dos padrbes estabelecidos como normais para
equinos citados por Duncan e Prasse (1982) e Kaneko (1989). A diferenca desses

parametros com os demais fabricantes apresentados pode ser justificada pela
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diferenciacao das técnicas de avaliagdo adotadas, que, consequentemente, maximiza
as diferengas entre os kits comparados.

Cardoso (2008), encontrou valores semelhantes de Mg para o kit Bioclin (1,70
mg/dL. Estudo de Alves et al. (2005), também constataram médias semelhantes com
concentragdes de 1,0 mg/dL de magnésio, apresentando-se dentro das conformidades
estabelecidas pelo mesmo fabricante. Em contrapartida, Costa et al. (2002),
observaram hipomagnesemia em cavalos com obstrucéo simples de intestino grosso,
que, possivelmente, estariam acompanhadas de deficiéncia de outros eletrdlitos.
Garcia-Lopez et al. observaram que equinos acometidos por doenca gastrointestinal
e submetidos a cirurgia correm o risco de desenvolver desequilibrios de magnésio e
célcio. Ainda observaram também que as concentracdes séricas de Mg2+ e Ca 2+
totais foram menos sensiveis do que Mg e Ca ionizados na deteccao de cavalos com
hipomagnesemia e hipocalcemia, que a detecgao precoce dessas alteragdes pode
ajudar a reduzir a taxa de mortalidade em equinos com célica.

Contudo, todos os resultados trazidos poderao ser utilizados como referéncia para
outros trabalhos cientificos e contribuir com novas investigacdes sobre a validacao de
kits bioquimicos de proteinograma e eletrélitos séricos para equinos.

5. CONCLUSOES

A hipotese postulada para esse estudo foi parcialmente comprovada, uma vez
que os kits comerciais ja disponiveis no mercado para mensuragdo dos analitos
avaliados, com suas respectivas metodologias, tém validagdo para utilizagado em
medicina veterinaria. Os kits utilizados para a mensuragao da proteina total, albumina,
imunoglobulinas M e G e da alfa-1glicoproteina acida podem ser utilizados em equinos.

Para a mensuracdo de transferrina e ferritina, os kits ndo demonstraram
efetividade, devido as limitagées quanto a especificidade e limite de deteccao inferior.

Os kits para mensuracdao de magnésio, célcio, fésforo, cloreto e potassio em
equinos foram validados. Entretanto, o kit para mensura¢ao do s6dio ndo € adequado
para a utilizagdo em equinos devido incompatibilidade com os valores de normalidade

para a espécie equina.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E

Vocé esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar do estudo
“Validagédo de reagentes comerciais para testes bioquimicos em caes e
gatos”. Acreditamos que ela seja importante para avaliagdo da saude do
seu animal.

PARTICIPACAO NO ESTUDO

A minha participagéo no referido estudo serd de autorizar coletas de
amostras de sangue, por venopunc¢ao na veia jugular do animal.

RISCOS E BENEFICIOS

Fui alertado de que, da pesquisa a se realizar, posso esperar alguns
beneficios, tais como a leitura do hemograma do meu animal. Recebi
também informacdes que é possivel que acontecam desconfortos ao
realizar a coleta de sangue. Diante disso, medidas serdo tomadas para
sua reducao, tais como coletar apenas a quantidade necessaria para fazer
o cultivo, minimizando o estresse do animal.

SIGILO E PRIVACIDADE

Estou ciente de que minha privacidade sera respeitada, ou seja, meu nome
ou qualquer outro dado ou elemento que possa, de qualquer forma, me
identificar, sera mantido em sigilo. Os pesquisadores se responsabilizam
pela guarda e confidencialidade dos dados, bem como a n&o exposi¢ao
dos dados de pesquisa.

AUTONOMIA

E assegurada a assisténcia durante toda pesquisa, bem como me é
garantido o livre acesso a todas as informacdes e esclarecimentos
adicionais sobre o estudo e suas consequéncias, enfim, tudo o que eu
queira saber antes, durante e depois da minha participagdo. Também fui
informado de que posso me recusar a participar do estudo, ou retirar meu
consentimento a qualquer momento, sem precisar justificar, e de, por
desejar sair da pesquisa, ndo sofrerei qualquer prejuizo a assisténcia que
venho recebendo.



RESSARCIMENTO E INDENIZACAO

De igual maneira, caso ocorra algum dano decorrente da minha
participacdao no estudo, serei devidamente indenizado, conforme
determina a lei.

CONTATO

Os pesquisadores envolvidos com o referido projeto sdo José Dantas
Ribeiro Filho — UFV e Thiago Augusto Teles de Souza — UFV, e com eles
poderei manter contato pelos telefones (31) 994685866 e (32) 984043705,
respectivamente.

O Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP) é composto
por um grupo de pessoas que estdo trabalhando para garantir que seus
direitos como participante de pesquisa sejam respeitados. Ele tem a
obrigacdo de avaliar se a pesquisa foi planejada e se estda sendo
executada de forma ética. Se vocé achar que a pesquisa ndo esta sendo
realizada da forma como vocé imaginou ou que esta sendo prejudicado de
alguma forma, vocé pode entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da UNIVICOSA (CEP) pelo telefone (31)
3899-8033 entre segunda e sexta-feira das 08h00 as 12:00 e das 14:00
as 18:00 ou pelo e-mail cep@univicosa.com.br

DECLARACAO

Declaro que li e entendi todas as informagdes presentes neste Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e tive a oportunidade de discutir as
informagdes deste termo. Todas as minhas perguntas foram respondidas
e eu estou satisfeito com as respostas. Entendo que receberei uma via
assinada e datada deste documento e que outra via assinada e datada
sera arquivada nos pelo pesquisador responsavel do estudo.

Enfim, tendo sido orientado quanto ao teor de todo 0 aqui mencionado e
compreendido a natureza e o objetivo do ja referido estudo, manifesto meu
livre consentimento em participar, estando totalmente ciente de que néo
h& nenhum valor econdmico, a receber ou a pagar, por minha participagao.

Dados do participante da pesquisa

Nome:

Telefone:

e-mail:

Local
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