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RESUMO

SOUTO, Pollyanna Cordeiro, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2019. Proteinograma sérico de equinos sadios e acometidos naturalmente pela
sindrome célica. Orientador: Leandro Abreu da Fonseca.

A sindrome célica € uma das maiores causadoras de dbito na espécie equina. A busca
por marcadores precoces da inflamac¢ao, como as proteinas de fase aguda (PFAs), a
fim de auxiliar no diagndstico e progndstico € de suma importancia. O objetivo desse
estudo foi avaliar e comparar o proteinograma sérico, identificando e quantificando
as proteinas de fase aguda de equinos sadios e acometidos naturalmente pela
sindrome cdlica. Foram colhidas amostras de sangue em nove animais higidos e 17
animais com cdlica clinica (G1) ou cirdrgica (G2), no momento da chegada ao
Hospital Veterinario (M0) e 24 (M1), 48 (M2) e 72 (M3) horas ap6s o inicio do
tratamento. As PFAs foram separadas por meio da eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) e suas concentra¢des determinadas por densitometria
computadorizada. A identificacdo das PFAs foi feita por meio da espectrometria de
massa MALDI-TOF/TOF e os resultados obtidos foram confrontados com o banco
de dados de proteinas dos tdxons Equidae e Metazoa depositados no UNIPROT,
usando o aplicativo MASCOT. Foram identificadas onze proteinas: o2-
macroglobulina (182 kD), ceruloplasmina (157 kD), transferrina (89 kD), albumina
(66 kD), al-antitripsina (60 kD), IgG de cadeia pesada (54 kD), haptoglobina (45
kD), al-glicoproteina 4dcida (42 kD), IgG de cadeia leve (30 kD), apolipoproteina A1
(27 kD) e amiléide sérica A (14 kD), com elevagdo das concentragdes da a2-
macroglobulina, ceruloplasmina (Cp) e amildide sérica A (ASA) no grupo dos
animais doentes (GD). A Cp apresentou elevacdo no MO do G2 em relagdo ao Gl e
grupo controle (GC). A ASA apresentou elevacdo com diferenca estatistica no M3 do
G1 e G2 quando comparados a0 GC. Na comparacao feita entre os momentos dentro
de cada grupo (G1 e G2), foi evidenciado o aumento da ASA no G2 com diferencga
estatistica nos M1, M2 e M3. Apesar da ASA ndo apresentar diferencga estatistica nos
momentos analisados dentro de cada grupo (M0-M3), manteve-se mais elevada no
G2 em relagdo ao G1. O comportamento das PFAs encontradas nesse estudo foi

variavel. A elevacdo da concentracdo de algumas proteinas no GD indica que houve



uma resposta das PFAs induzida pelo processo inflamatério. A Cp e a ASA foram
favordveis na avaliacdo da resposta de fase aguda em cavalos com célica. A Cp foi
um indicador de cdlica com resolucdo cirdrgica e a ASA apresentou comportamento
favordvel para sua utilizagdo como biomarcador para estabelecer progndstico em
cavalos com célica. A mensuragdo seriada dessas proteinas foi ttil na diferenciacao

do tratamento clinico ou cirtrgico e progndstico de cavalos com esta enfermidade.



ABSTRACT

SOUTO, Pollyanna Cordeiro, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2019. Proteinogram of healthy horses and naturally affected by colic syndrome.
Advisor: Leandro Abreu da Fonseca.

Colic syndrome is one of the major causes of death in the equine species. The search
for early markers of inflammation, such as the acute phase proteins (APPs), in order
to support in diagnosis and prognosis is a matter of great importance. The aim of this
study was to evaluate and compare the serum proteinogram, identifying and
quantifying the acute phase proteins of healthy horses and naturally affected by the
colic syndrome. Blood samples were collected in nine healthy animals and 17
animals with clinical (G1) or surgical (G2) colic at moment of arrival at the
Veterinary Hospital (M0) and 24 (M1), 48 (M2) and 72 (M3) hours after initiation of
treatment. The APPs were separated by polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) and their concentrations determined by computerized densitometry. The
APPs were identified using MALDI-TOF / TOF mass spectrometry and the results
obtained were compared to the Equidae and Metazoa taxa database deposited at
UNIPROT using the MASCOT application. Eleven proteins were identified: o2-
macroglobulin (182 kD), ceruloplasmin (157 kD), transferrin (89 kD), albumin (66
kD), al-antitrypsin (60 kD), heavy chain IgG (54 kD), haptoglobin (45 kD), al-acid
glycoprotein (42 kD), light chain IgG (30 kD), apolipoprotein Al (27 kD) and serum
amyloid A (14 kD), with increased concentrations of o2-macroglobulin,
ceruloplasmin (Cp) and serum amyloid A (ASA) in the sick animals (GD) group.
The Cp increased in MO of G2 in relation to G1 and GC. The ASA increased with
statistical difference in M3 of G1 and G2 when compared with the control (GC). In
the comparison made between the moments within each group (G1 and G2), it was
verified the increase of ASA in G2 with statistical difference in M1, M2 and M3.
Although the ASA did not present statistical difference at the moments it was
analyzed within each group (MO0-M3), it remained higher in G2 than in GI1. The
behavior of APPs found in this study was variable. The increase of the concentration
of some proteins in the GD indicates that there was a response of the PFAs induced

by the inflammatory process. The Cp and ASA were favorable in the evaluation of
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the acute phase response in horses with colic. The Cp was an indicator of colic with
surgical resolution and the ASA presented favorable behavior for its use as a
biomarker to establish prognosis in horses with colic. The serial measurement of
these proteins was useful in differentiating the clinical or surgical treatment and

prognosis of horses with this disease.



1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil possui o terceiro maior rebanho equino do mundo, com cinco
milhdes de cabecas de cavalo (animais de lida, raga, lazer e competi¢do). O
faturamento do agronegécio do cavalo movimenta anualmente R$ 16,15 bilhdes e é
responsdavel por trés milhdes de postos de trabalho, gerando 610 mil empregos
diretos e 2.4 milhdes empregos indiretos (LIMA e CINTRA, 2016).

Com a modernizacdo da equideocultura, os equideos foram desafiados a
mudangas no manejo principalmente quanto & composicdo e ao fornecimento do
alimento, em consequéncia, distirbios digestivos, como a sindrome célica, tornou-se
uma das enfermidades mais comuns na clinica desses animais. Dentre os fatores
predisponentes que cursam com as alteragdes gastrointestinais, a alimentacdo de ma
qualidade (fenos ressecados, capim velho e fibroso, cana triturada e silagem) e a
disponibilidade de dgua reduzida, relacionada ou ndo a mudanca de manejo, sdo os
mais importantes. Na impossibilidade da producdo de forragens de alta qualidade
durante todo o ano principalmente devido mudangas climdticas, a utilizacdo de
alimentos através de processos como fenagdo ou ensilagem € uma condicdo bésica na
producao desses animais (THOMASSIAN, 2005).

As principais alteracdes orginicas apresentadas pelo paciente sdo
manifestagdes hemodindmicas em razdo das alterag¢des circulatdrias e injudria tecidual
que o organismo sofre. Sinais sistémicos da inflamacdo como hipertermia,
leucocitose ou leucopenia, elevacdo da concentracio de cortisol e alteracdes
metabdlicas podem ser observados. Além disso, antecedendo estes sinais, alteragdes
nas concentragdes de componentes imunes inespecificos como as proteinas de fase
aguda (PFA) podem estar presentes (CONTIN et al., 2015). Estas proteinas, de forma
precoce, antecedendo a resposta leucocitiria no hemograma, sdo rapidamente
liberadas na circulacdo em resposta ao processo inflamatério e suas concentracdes
sdo proporcionais a gravidade do mesmo (CRISMAN et al., 2008).

O conhecimento acerca dos mecanismos que geram inflamacgdo e afetam as
concentragdes séricas destas protefnas sdo de extrema importancia, uma vez que sao

proteinas cuja concentragdo pode aumentar ou diminuir pelo menos 25% em resposta



a inflamacgdo. Dessa forma, sua utilizacdo como marcadores quantitativos € valiosa
para determinar diagndstico, progndstico e monitorar a terapia instituida

(ECKERSALL, 2008).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Sindrome Coélica

7z

A sindrome célica é considerada emergéncia na clinica de equinos, sendo
uma das maiores causas de 6bito nesta espécie. E caracterizada por dores abdominais
intensas, de origem gastrointestinal (célica verdadeira) e/ou outros 6rgdos da
cavidade abdominal (cdlica falsa). As peculiaridades anatdmicas e fisioldgicas do
trato digestério tornam esta espécie predisposta ao desenvolvimento de alteracdes
morfofisioldgicas graves (WHITE e EDWARDS, 1999).

O equino possui um estomago com capacidade média para 18 a 20 L, um
intestino delgado que mede cerca de 22 m de comprimento com capacidade para 64
L e um intestino grosso (ceco, célon maior, c6lon menor e reto) que pode chegar até
12 m de comprimento com capacidade média para 125 L. A musculatura bem
desenvolvida do cdrdia associada ao centro do vOomito pouco desenvolvido e o
angulo formado entre o esdfago, cardia e estdmago desses animais, faz com que haja
um fluxo unidirecional impedindo o vomito e dificultando o esvaziamento gastrico
podendo levar a ruptura do mesmo, quando hé sobrecarga alimentar. O c6lon maior
desses animais apresenta um limen amplo em sua maior parte, associado a presenca
de curvaturas que predispde o desenvolvimento de impactagdes. O ileo apresenta um
didmetro reduzido e uma musculatura mais espessa, favorecendo o espasmo, e possui
uma ligacdo direta com o ceco, com uma musculatura diferente, favorecendo
impactagdes nessa transicdo (THOMASSIAN, 2005).

Nesta espécie, o ceco é bem desenvolvido e sua posi¢cdo anatdmica com
pequenas vélvulas de entrada e saida da ingesta, presente na porcao dorsal do 6rgéo,
dificulta o esvaziamento favorecendo o desenvolvimento de impactacdes podendo

levar a obstru¢do e ruptura, ou deslocamento do orgdo. A capacidade de



armazenamento gastrointestinal elevada, juntamente com a presenca de esfincteres e
védlvulas presentes no intestino, associado ao peristaltismo mais acelerado (BENTZ,
2004; THOMASSIAN, 2005; WHITE et al., 2009), bem como, reducio ou variacao
nos niveis de atividades fisicas, estabulacdo excessiva, mudancas bruscas da
alimentacdo, alimentacio de ma qualidade e rica em concentrado, alteracdes
dentérias, privacdo de dgua e o transporte, sdo alguns fatores associados ao
desenvolvimento da sindrome célica (HILLYER et al., 2002).

A coélica pode ser desenvolvida através de mecanismos etiopatogénicos
variados, dentre os quais podem ser citados principalmente: célicas espasmddicas de
origem idiopdtica ou por hematozodrio (Babesia sp.) que cursa com desconforto
abdominal leve a moderado, sem maiores prejuizos para o organismo; obstrugdes
intraluminais com ou sem estrangulamento vascular, que podem ter origem
fisiol6gica ou mecanica; obstrucio vascular, devido a processos tromboembdlicos ou
por compressdes extravasculares por tumores ou abscessos; enterites; Ulceras; colites
e peritonites; iatrogé€nica, normalmente causada por drogas com ag¢do farmacoldgica
no sistema nervoso autdnomo (atropina, neostigmina, imidazol e amitraz); e dor em
outros 6rgdos da cavidade abdominal que ndo estejam envolvidos com o trato
gastrointestinal (RIET-CORREA et al., 2001; WHITE, 2009).

Durante um episédio de cdlica, eventos fisiopatoldgicos estdo presentes e
incluem distens@o das algas intestinais, por acimulo de ingesta e fluidos, e acimulo
de gis. Em casos mais severos, danos na parede intestinal devido a processos
inflamatorios, isquemia e necrose, também podem ser observados (PEDROSA,
2008). Os sinais clinicos apresentados pelos animais com célica sdo: apatia,
inapeténcia, deitar com frequéncia, patear o solo, rolar ou escoicear o abdomen, olhar
para o flanco, exposi¢cdo do pé€nis, mimica de mic¢do, desidratacdo, taquicardia,
taquipnéia e distensdo abdominal. No exame fisico, além dos sinais ja mencionados,
€ possivel observar através da sondagem nasogéstrica, refluxo gastrointestinal e na
palpacgdo transretal a presenca excessiva de gds nas algas, conteido ressecado e em
grande volume ou mesmo o deslocamento de alca (WHITE, 2006).

As principais modificagdes organicas apresentadas por estes animais estdo
situadas na esfera de alteraces hemodinamicas, podendo levar a consequéncias

deletérias aos tecidos e 6rgdos. A estase ocorrida nos pequenos e grandes vasos leva



a um processo isquémico com micro hemorragias e consequente necrose intestinal,
além de diminui¢do da filtracdo glomerular levando a um quadro de acidose
metabdlica e em caso de persisténcia acarretando o desenvolvimento de insufici€éncia
renal. A desidratacio causa hemoconcentracdo e leva a um desequilibrio
hidroeletrolitico podendo desenvolver uma alcalose ou acidose metabdlica e/ou
respiratoria. Também sdo observadas leucocitose ou leucopenia e alteracdes
bioquimicas como, hiperlactacidemia, cetonemia, hiperglicemia ou hipoglicemia,
aumento dos acidos graxos, bem como alteracdes eletroliticas. Sobrecarga cardiaca
devido ao aumento da resisténcia vascular periférica e diminuicdo do retorno
sanguineo podem estar presentes (THOMASSIAN, 2005).

Diagnosticar um cavalo com c6lica € relativamente facil uma vez que estes
animais exibem sinais cldssicos da doenca, relatados anteriormente. O desafio é o
diagnéstico etioldégico ou o diferencial. O conhecimento acerca dos mecanismos
envolvidos nas alteracdes fisioldgicas do organismo que levam ao desenvolvimento
de sinais clinicos é fundamental na determinacdo do tipo de célica e da sua
severidade (WHITE, 2006). De acordo com apresentacdo clinica, esta enfermidade
pode ser categorizada como uma célica de resolug@o através do tratamento médico
ou que necessita de intervencdo cirtrgica (PARRY et al., 1983). A tomada de
decisdo pode ser facilmente realizada caso se chegue a um diagndstico definitivo, no
entanto, isto nem sempre € possivel uma vez que a causa da célica sé € determinada
em 20 % dos casos (PEDROSA, 2008). A habilidade do clinico na tomada de
decisdo tornard possivel o planejamento da terap€utica a ser instituida. A celeridade
na tomada de decisdo € de fundamental importincia para o progndstico do paciente
(PIHL et al., 2016).

O tratamento a ser instituido tem como base o histérico do animal, os achados
no exame fisico e achados laboratoriais. No entanto, esses parametros nem sempre
serdo consistentes com um diagndstico especifico e ja pode existir um
comprometimento grave da sadde do paciente. Por se tratar de uma sindrome
complexa, seu reconhecimento precoce e diferenciacdo acurada sdo fundamentais
para o estabelecimento de uma abordagem adequada (PEDROSA, 2008).

Mesmo com avancos relacionados aos métodos de diagndstico, técnicas

anestésicas e cirirgicas e acompanhamento intensivo no pds-operatorio, a



mortalidade permanece alta (DI FILIPPO et al., 2009). Complica¢cdes e mortalidade
relacionadas ao procedimento cirdrgico sio comuns e podem estar associadas a
gravidade da doenca subjacente, do tempo percorrido entre o inicio dos sinais
clinicos e tratamento, e da manifestacao de sinais sistémicos tais como, hipovolemia,
endotoxemia e septicemia por exemplo (MAIR et al., 2007).

Alteragdes nos parametros fisicos e hematoldgicos, antes e apds a laparotomia,
foram observadas por Fagliari e Silva (2002) em equinos com cdlica, tais como,
elevacdo da temperatura retal, taquicardia e taquipnéia, elevacdo do volume globular
e do nimero de hemdcias, hiperproteinemia e leucocitose. Entretanto, as alteracdes
hematolégicas nao apresentaram correspondéncia clinica apesar de compativeis com
um quadro inflamatério agudo. Muitas vezes, no curso inicial da doenca, os sinais da
inflamacdo podem nio ser identificados, caracterizando uma inflamag¢do subclinica.
No entanto, a busca por marcadores precoces da inflamac¢do vem se destacando ao
longo das ultimas décadas a fim de auxiliar no diagnéstico e progndstico desses

pacientes (CRISMAN et al., 2008).

2.2. Inflamacao - Resposta de fase aguda

A inflamagao € uma resposta imune essencial que permite a sobrevivéncia
durante a infecc@o ou lesao mantendo a homeostase dos tecidos sob uma variedade
de condi¢Oes adversas, para isso a resposta inflamatodria evolui de forma adaptativa
buscando restabelecer a homeostase (CERON et al.,, 2005). As variadas reacdes do
hospedeiro a lesdo tecidual, ou infec¢do, sdo conhecidas coletivamente como a
resposta de fase aguda e engloba uma ampla gama de respostas fisiopatologicas com
efeitos locais e sist€micos a fim de minimizar danos ao tecido e aprimorar 0 processo
de reparacao (JAIN et al., 2011).

A resposta inflamatoéria de fase aguda é composta por quatro componentes
basicos, sendo os indutores (infeccioso ou ndo infeccioso) os que iniciam a
inflamacdo; os sensores, receptores de membrana expressos por c€lulas sentinelas
especializadas que reconhecem os indutores e desencadeiam a producdo dos

mediadores inflamatérios; os mediadores inflamatdrios (citocinas, quimiocinas,



aminas bioativas, eicosandides, e produtos de cascatas proteoliticas) que atuam sobre
os tecidos alvo provocando alteracdes em seu estado funcional como aumento da
permeabilidade vascular permitindo a migragao das células de defesa, principalmente
os neutrofilos, para o local da lesdo; e os tecidos alvo (Figural) (MEDZHITOV,
2010).
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Figura 1. Componentes basicos da resposta inflamatéria aguda.
Fonte: https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1005973.g001.

Em decorréncia desse esfor¢o para restabelecer a homeostase, efeitos locais e
sistémicos podem ser observados. Os efeitos locais sdo caracterizados pelos sinais
cardinais da inflamacdo (tumor, calor, rubor, dor e perda de fun¢do), e efeitos
sistémicos incluem alteragdes como hipertermia, elevadas concentracdes de cortisol,
leucocitose, leucopenia, alteracdo metabdlica e alteracdo nas concentragdes de
proteinas plasmaticas denominadas de proteinas de fase aguda (PFA) (ECKERSALL,
2000).



2.3. Proteinas de fase aguda (PFAs)

As proteinas de fase aguda sdo consideradas componentes da resposta imune
inata de cardter inespecifico. Suas concentragdes estdo diretamente relacionadas a
gravidade do dano tecidual, dessa forma, a quantificacdo dessas proteinas pode
fornecer informacdes diagndsticas e progndsticas em processos inflamatdrios
(MURATA et al., 2004). Essas proteinas sdo sintetizadas pelo hepatdcitos através da
sinalizac@o por mediadores inflamatérios (TNF-a, IL-1 e IL-6) (MEDZHITOV, 2010)
e em resposta a uma injuria tecidual estas proteinas sao rapidamente liberadas para a
circulacdo estando suas concentragdes diretamente relacionadas a gravidade da
doenca subjacente (CRISMAN et al., 2008).

As PFAs podem ser classificadas de acordo com sua resposta frente ao
desequilibrio homeostéitico, sendo assim, quando ocorre um aumento das
concentragdes dessas proteinas no soro ou no plasma, elas sdo denominadas
proteinas de fase aguda positiva, bem como, quando ha diminui¢io em suas
concentragoes, elas sdo denominadas proteinas de fase aguda negativas (CONTIN et
al., 2015).A concentracdo destas proteinas ocorre de maneira variada nas diferentes
espécies. De acordo com Cywinska et al. (2012) a proteina C reativa (PCR), a
haptoglobina (Hp) e a amildide sérica A (ASA) sdo as PFAs que apresentam uma

maior sensibilidade em seres humanos e animais.

2.3.1. Proteinas de fase aguda positivas

As PFAs, dependendo da espécie, podem apresentar uma resposta maior,
moderada ou reduzida (Tabelal). Em animais saudaveis, estas proteinas apresentam-
se em baixas concentracdes. Dependendo do insulto, no caso das proteinas que
apresentam uma resposta exacerbada, essa concentragdo pode aumentar mais de 100
ou 1000 vezes, na corrente sanguinea, atingindo o pico em 24 a 48 horas apos a
injiria e decresce rapidamente durante o processo de recuperacdo. As PFAs de
resposta moderada, apds o estimulo, aumentardo sua concentracdo em cinco a dez

vezes atingindo o pico em dois a trés dias apds o insulto e diminuirdo de forma mais



lenta. As PFAs com resposta reduzida apresentam apenas um discreto aumento

(CRAY, 2012; ECKERSALL, 2008).

Tabela 1. Proteinas de fase aguda positivas em vdrias espécies.
Resposta moderada e

Espécie Maior resposta
baixa
Felina ASA, GPA Hp, Fb,
Bovina Hp, ASA GPA, Cp, PCR, Fb
Canina PCR, ASA Hp, GPA, Cp, Fb
Equina ASA Hp, GPA, Cp, Fb
Suina PAM, ASA, Hp GPA, Cp, PCR, Fb

ASA — Amiléide Sérica A; Hp — Haptoglobina; GPA — al Glicoproteina dcida; PCR
— Proteina C reativa; Cp —Ceruloplasmina; Fb — Fibrinogénio; PAM — Proteina de
fase aguda maior. Fonte: adaptado do (CRAY, 2012).

2.3.1.1 Amiloide Sérica A (ASA)

A ASA ¢é uma proteina com alta densidade lipoprotéica, pesando cerca de 9 a
14 k Da em sua forma desnaturada. Diferentes isoformas tem sido descrita em suinos,
equinos, bovinos e humanos. A ASA apresenta producao hepética (ASA 1 e 2) e
extra-hepdtica (ASA 3). Durante a resposta de fase aguda, a producdo da ASA 3
aumenta em diferentes 6rgdos tais como, pulmao, tecido adiposo, ovdrio e glandula
mamaria (ECKERSALL, 2008). Em bovinos leiteiros com mastite foi identificada
uma isoforma especifica da ASA (“milk-ASA”, M-ASA3) em concentracdes
elevadas no leite (PETERSEN et al., 2004). No colostro de bovinos, equinos € ovinos
saudaveis, a M-ASA3 também foi identificada com funcdo associada a adaptacdo do
recém-nascido a sua vida extra-uterina e também a uma possivel remodelacdo do
tecido mamario (MCDONALD et al., 2001).

Dentre as funcOes atribuidas a ASA, estdo o transporte de colesterol das
células teciduais para os hepatdcitos, inibicdo da ativacdo plaquetdria, efeito
quimiotitico em mondcitos e polimorfonucleares, atividade imunomodulatoria,
inibicdo da resposta oxidativa por fagocitos e opsonizacdo (ECKERSALL, 2008;
PETERSEN et al., 2004).



A ASA apresenta uma grande importancia diagndstica principalmente para as
espécies onde a resposta da PCR nado € tdo intensa. Sendo assim, a concentracio
dessa proteina na resposta de fase aguda em equinos, ruminantes e felinos, pode ser
utilizada como marcador em processos inflamatoérios/infecciosos (ECKERSALL,
2008). Em ruminantes a ASA apresenta uma resposta satisfatéria como marcador
inflamatério em bovinos com mastite subclinica (HUSSEIN et al., 2018), infec¢des
pelo virus respiratério sincicial bovino (HEEGAARD et al., 2000), amiloidose
uterina em cabras (GAFFNEY et al., 2015), estresse, inflamag¢des agudas,
intervencoes cirtrgicas e doengas do trato respiratério (PETERSEN et al., 2004).

Em equinos, a ASA € uma PFA de grande, sendo considerada a de maior
relevancia, seguida da manifestacdo moderada da Hp e PCR. Valores elevados dessa
proteina foram relatados em procedimentos cirdrgicos, doengas articulares, sepse,
pneumonia, diarreias (PETERSEN et., 2004) exercicio de longa duragdo
(CYWINSKA et al., 2012), trauma em tecido mole, feridas extensas, infec¢do intra-
articular (ROBINSON et al, 2017) e cdlica com causa inflamatéria primaria
(peritonite, enterite, colite ou abscesso abdominal) (VANDENPLAS et al., 2005).

O comportamento da ASA em gatos é semelhante ao das espécies ja citadas.
Estes animais também nao apresentam uma resposta satisfatéria da PCR. A ASA
apresenta uma resposta mais rapida mediante os varios processos infecciosos nesta
espécie. Os cdes, por sua vez, possuem a PCR como PFA de maior importancia,
sendo assim, a utilizagdo da ASA como coadjuvante no monitoramento da resposta
de fase aguda torna-se mais interessante (ECKERSALL, 2008). Em suinos, o
aumento da concentracdo da ASA foi relatado em procedimentos cirirgicos e
infec¢Oes experimentais com Actinobacillus pleuropneumoniae (PETERSEN et al.,

2004).

2.3.1.2. Proteina C reativa (PCR)

A PCR foi a primeira proteina de fase aguda descrita. Possui cerca de 20
subunidades com 20 kDa cada (PEPYS, 1981). Esta proteina liga-se aos patdgenos

levando a opsonizagdo das bactérias causando a interacdo com receptores especificos
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em fagocitos, induzindo dessa forma, a producdo de citocinas inflamatdrias e
modulando a fungcdo dos neutréfilos. Existe uma variacdo fisiopatolégica no
comportamento da PCR nas diferentes espécies (ECKERSALL, 2008). Em humanos,
¢ descrita como um marcador sistémico de extrema sensibilidade a processos
inflamatérios com eventuais danos teciduais (CERON et al, 2005), sendo
considerado um importante marcador inflamatério cardiovascular com valor
preditivo positivo nesta espécie (SANTOS et al., 2013).

Em cées e suinos a PCR também apresenta uma sensibilidade maior, podendo
apresentar uma concentracao maior que 10 mg/dL. (ECKERSALL, 2008). Cer6n et al.
(2005) relatam, em cdes, o aumento da PCR em variadas doencas infecciosas,
incluindo babesiose, leishmaniose, leptospirose, parvovirose, tripanossomiase, sepse
por Escherichia coli e infec¢des por Bordetella bronchiseptica e Ehrlichia canis
(CERON et al., 2005). Em suinos, o aumento dessa proteina foi observado em
infeccdo por Actinobacillus pleuropneumoniae (LAURITZEN et al., 2003). Em
bovinos, gatos e equinos a resposta da PCR € reduzida em relacdo a espécies ja

mencionadas (ECKERSALL, 2008).

2.3.1.3 ol Glicoproteina acida (GPA)

A GPA ¢ uma PFA de resposta moderada nas diferentes espécies. Seu peso
molecular equivale a aproximadamente 43 kDa (ECKERSALL, 2008). Apesar de ser
sintetizada e secretada principalmente pelos hepatdcitos, sua produgdo extra-hepéatica
e expressio génica ja foram descritas. E uma proteina com grande teor de
carboidratos e possui algumas fungdes fisioldgicas tais como, atividade
imunomoduladora e capacidade de se ligar e transportar substincias enddgenas
(heparina, histamina, serotonina, esteroides e catecolaminas) e exdgenas (compostos
farmacoldgicos) (FOURNIER; MEDJOUBI; PORQUET, 2000). A capacidade de
ligar-se a farmacos pode trazer implicagdes terapéuticas, uma vez que, durante a
resposta de fase aguda haverd um aumento da concentragdo da GPA que por sua vez
se ligard a fracdo metabolicamente ativa do firmaco (fracdo livre) podendo afetar a

farmacocinética do mesmo (ECKERSALL, 2008). Atividades anti-inflamatérias
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como inibicao da proliferacdo de linfécitos e da atividade das células “natural killer”,
e a capacidade de se ligar a lipopolissacarideos, também sdo atribuidas a GPA
(MURATA etal., 2004).

Como ja mencionado, a GPA apresenta uma resposta moderada, aumentando
de forma mais lenta e permanecendo elevada por mais tempo. Essa caracteristica é
vantajosa na utilizacdo dessa PFA como marcador de evolugdo do processo
inflamatério, sendo possivel observar a progressdo do processo inflamatério agudo
ao cronico (ECKERSALL, 2008). Em ruminantes estudos demonstram a resposta da
GPA em processos mais cronicos. Ovelhas com linfadenite caseosa em um modelo
experimental, apresentaram o pico da Hp e ASA em uma semana e o decréscimo em
14 dias, seguidos pela elevacao de forma mais lenta da GPA que perdurou por cerca
de um més (ECKERSALL et al., 2007). Em um estudo realizado por Horadagoda et
al. (1999) em bovinos com processos inflamatérios crénicos, a resposta da GPA foi
superior a da ASA e Hp. Em doencas como mastite, metrite, abscesso hepatico e
doenca do trato respiratério, a elevacdo da GPA também foi observada nesta espécie
(ECKERSALL e BELL, 2010). Nos felinos a GPA mostrou-se como marcador
eficiente em animais com peritonite infecciosa felina (SAVERIO et al., 2007) e
animais com cancer (POCACQUA et al., 2005; SELTING et al., 2000). A resposta
da GPA também tem sido observada em caes com parvovirose, babesiose,
erliquiose,linfoma, carcinoma e sarcoma (CERC)N , et al. 2005).

A concentra¢do da GPA em suinos recém-nascidos deve ser interpretada com
cautela uma vez que estes animais apresentam uma elevada concentracdo dessa
proteina nos primeiros 20 dias, quando atingem a concentracdo média de um adulto
sauddvel. Outra particularidade dessa espécie € que, embora a GPA seja considerada
uma PFA positiva, animais submetidos a infec¢des experimentais e inflamacao
asséptica, foi observado um decréscimo na concentracdo da GPA, demonstrando
neste caso, um comportamento de PFA negativa nesta espécie (HEEGAARD et al.,
2013).

Em potros até o sétimo dia de vida, os valores da GPA sdo praticamente
indetectdveis, apresentando valores mensurdveis em 14 dias atingindo valores
médios de adultos em um ano. Em fémeas gestantes, a concentragdo da GPA

apresentou-se reduzida dois a trés meses antes do parto, aumentando
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progressivamente até um dia pds-parto com uma posterior redu¢do € um novo
aumento apds duas semanas e dois a quatro meses pds-parto. Em animais submetidos
a jejunostomia e castracdo, a concentracdo sérica da GPA atingiu seu pico em dois a
trés dias apds os procedimentos cirdrgicos retornando aos valores basais em 14 — 28
dias (TAIRA et al., 1992). Fagliari et al.(2008) observaram que equinos com cdlica
submetidos a laparotomia apresentaram valores mais elevados da GPA sérica no
sétimo dia apds o procedimento cirdrgico, sugerindo que esta proteina associadas a
outras PFAs com resposta mais rdpidas para esta espécie, podem ser utilizadas para
prognosticar a evolu¢cdo do quadro clinico desses animais. Valores aumentados dessa
proteina sérica e em liquido peritoneal também foram observados por Di Filippo et al.
(2010) em equinos submetidos a obstrucdo experimental do duodeno, ileo e colon

maior.

2.3.1.4 Haptoglobina (Hp)

A haptoglobina € uma glicoproteina dcida com peso molecular varidvel entre
as espécies. E formada por duas subunidades alfa (16 a 23 kDa) e duas betas (35 a 40
kDa) formando um tetramero. Em humanos existem trés subtipos da Hp (Hp 1-1, Hp
1-2, Hp 2-2), os subtipos Hp 1-1 e Hp 2-2 possuem similaridades coma Hp canina e
bovina, respectivamente. Os ruminantes possuem particularidades que os diferem das
outras espécies, os tetrametros de Hp formam polimeros originando um complexo
macromolecular. Além disso, esta proteina sO estd presente no soro dos animais que
apresentam uma resposta de fase aguda (MORIMATSU et al., 1991).

A Hp possui capacidade de se ligar a fracio de hemoglobina (Hb) livre no
plasma sanguineo evitando o dano oxidativo aos tecidos (ECKERSALL, 2008; JAIN,
et al., 2011). O complexo Hp-Hb também possui atividade antibacteriana de forma
indireta, uma vez que indisponibiliza o ferro do grupo heme para estes
microrganismos, além disso, este complexo € reconhecido por um receptor de
superficie em macrofagos facilitando sua remocgdo da circulagdo (ECKERSALL,

2008).
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Nos ruminantes, a Hp é a principal proteina de fase aguda, seus niveis
circulantes apresentam-se abaixo de 0,2 mg/dL e pode atingir 0,2 g/dL. em alguns
dias ap6s o estimulo. Estudos apontam a Hp como marcador eficaz durante processo
inflamatérios/infecciosos até a sua resolu¢do em bovinos com mastite, peritonite,
pneumonia, endocardites, abscesso e monitoramento de processos cirdrgicos
(MURATA et al., 2004).

Em outras espécies como cido, gato, suinos e equinos, a Hp apresenta resposta
moderada. Os niveis circulantes encontram-se entre 0,1 — 0,2 g/dL. podendo atingir 5
g/L. ou mais, durante o estimulo (ECKERSALL, 2008). Em caes a associa¢do da Hp
com uma PFA que apresente uma resposta mais rdpida, como a PCR, tem sido
recomendado (CERON et al., 2005). Em suinos, a Hp tem sido utilizada para o
monitoramento de processos inflamatdrios de ocorréncia natural ou experimental
(PETERSEN et al.,, 2004). Em equinos a resposta da Hp tem sido associada a
processos inflamatérios sistémicos e procedimentos cirdrgicos (FAGLIARI et al.,

2008).

2.3.1.5 oal-Antitripsina (al-antitrip) e a2-Macroglobulina (a2-

macro)

A al-antitripsina (60 kDa) e a2-macroglobulina (180 kDa) apresentam
resposta de fase aguda moderada e possuem atividade antiprotease, ou seja, tém
como principal funcio neutralizar a atividade de enzimas proteoliticas liberadas por
células do sistema imunoldgico durante o processo inflamatdrio, minimizando assim
danos aos tecidos sadios. O aumento da concentracdo da a2-macro tem sido descrito
em sindrome nefrdtica e lesdo hepatica cronica (ECKERSALL, 2008). Fagliari e
Silva (2002) relatam a elevagdo da concentracio da ol-antitrip em equinos
acometidos por abdomen agudo. Apesar disso, estas proteinas ainda ndo possuem

fins diagndsticos esclarecidos (ECKERSALL, 2008).
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2.3.1.6  Ceruloplasmina (Cp)

A ceruloplasmina é uma a2-glicoproteina que apresenta resposta moderada,
pesando 100 e 155 kDa dependendo da espécie. Possui ligagdo com a maior parte do
cobre sérico livre, contendo assim a maior parte do cobre circulante, cerca de 95 %
em todas as espécies estudadas, excetuando-se o c@o, onde a Cp representa apenas
40 % do cobre no plasma (KANEKO et al., 2008). Apresenta atividade enzimatica e
antioxidante, protegendo o organismo contra os danos causados pelo ferro livre.
Também possui uma importante fun¢do no processo de cicatrizacdo de feridas e
produgdo de coldgeno (JAIN et al., 2011). Em processos inflamatérios, infecciosos
virais e parasitdrios a Cp apresenta concentracdes elevadas. J4 em casos de
desnutricdo, pds-parto, deficiéncia na absor¢do de nutrientes, nefrose e doencas

infecciosas associadas a intoxicagdo por cobre ocorre uma diminui¢do da sua

concentracdo (CONTIN et al., 2015).

2.3.1.7 Fibrinogénio (Fb)

O fibrinogénio € considerado uma PFA de resposta moderada com alto peso
molecular pesando cerca de 340 kDa. Constitui quase 5 % do plasma sanguineo
(ECKERSALL, 2008) e é de suma importancia na cascata de coagulacio, fornecendo
substratos para formacdo da fibrina, € uma matriz para migracdo de células
inflamatorias, auxiliando no reparo tecidual (WEISS e WARDROP, 2010). Através
da ligacdo nas integrinas presentes na superficie celular dos macréfagos, o Fb
desencadeia uma série de respostas intracelular capazes de aumentar a degranulagao,
fagocitose, citotoxicidade celular dependente de anticorpos e retardo da apoptose
(RUBEL et al., 2001).

Durante a resposta inflamatdria, o Fb apresenta uma resposta mais consistente
em equinos e bovinos do que em caes e gatos (ECKERSALL, 2008). Apesar de ja se
ter estabelecidos outras proteinas de fase aguda com resposta mais rdpida e de maior
intensidade nas variadas espécies, como ja descrito anteriormente, a dosagem do

fibrinogénio plasmatico como procedimento diagndstico e progndstico nos processos
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inflamatérios ainda € o mais utilizado devido a facilidade de mensuracdao (WEISS e

WARDROP, 2010).

2.3.2 Proteinas de fase aguda negativas

Como ja mencionado, as PFAs negativas apresentam uma reducdo de 25% da
sua concentracdo mediante a um processo de resposta de fase aguda, inflamacao,
infeccdo ou trauma. O mecanismo pelo qual se observa esta diminui¢do ainda nao
estd totalmente esclarecido. Sabe-se que este decréscimo pode se apresentar de forma
mais rapida, em um periodo de 24 horas, ou de maneira gradual, em um periodo de
dias (ECKERSALL, 2008).

Em todas as espécies a PFA negativa mais relevante e presente em maior
abundancia € a albumina (alb). Possui peso molecular de 66 kDa e constitui 60 % da
proteina plasmdtica total em animais sauddveis. E responsdvel pela manutencio da
pressao coloidosmdtica, transporte de acidos graxos, colesterol, bilirrubina e 6xido
nitrico. A interpretacao da diminuicdo da concentragdo dessa proteina torna-se dificil,
uma vez que sua concentracio pode ser afetada por fatores relacionados a sua sintese,
perdas protéicas ou desnutricio. Como PFA negativa, a alb apresenta uma reducdo
de forma gradual na sua concentracdo, sendo mais perceptivel em quadros cronicos
(CERON et al., 2005; CRAY, 2012; ECKERSALL, 2008).

Em mamiferos, a transferrina (Trf), uma glicoproteina com peso molecular de
76 kDa € considerada uma PFA negativa (ECKERSALL, 2008). Sua concentragcdao
tende a reduzir diante de um processo inflamatorio. Essa PFA € responsdvel pelo
transporte de ferro circulante. Em situacOes onde a absor¢do de ferro esteja
prejudicada, a sintese da transferrina € estimulada e o ferro livre acaba sendo
indisponibilizado para os microorganismos invasores, o que confere a esta proteina
caracteristicas, antibacteriana e antiviral. Em caso de deficiéncia de ferro, um
aumento na concentracao plasmdtica da transferrina pode ser observado (CONTIN et

al., 2015).
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2.4 Imunoglobulinas (Ig)

As imunoglobulinas sdo glicoproteinas sintetizadas pelo sistema imune que
atuam como anticorpos sendo produzidas, de maneira especifica, em resposta a
presenca de antigenos. Em animais domésticos, quatro tipos de Ig tem sido
identificadas com mais evidéncia (IgG, IgA, IgM, e IgE).

A IgG, classe de imunoglobulina em maior concentragdo no soro, sao
responsaveis pela resposta humoral no organismo. Apresenta duas subunidades, a de
cadeia leve com peso molecular de 35 kDa e a de cadeia pesada como peso
molecular de 58 kDa. Dentre as funcdes apresentadas pela IgG a opsonizagio,
aglutinacdo e fixacdo de complemento podem ser citadas. A IgA, anticorpo que atua
como defesa localizada, possui peso molecular de 150 kDa. E secretada pelas células
do trato respiratério, geniturindrio e gastrointestinal com capacidade de neutralizar os
microrganismos invasores. A IgE, presente na membrana de superficie dos baséfilos
e mastdcitos apresenta baixas concentragdes séricas e estd relacionada a reagdes
alérgicas e anafildtica. A IgM € um pentamero ciclico(componentes “M”) que atua na

imunidade antecedendo a producao de IgG (KANEKO et al., 2008).

2.5 Quantificacdo das PFAs

Na rotina clinica a mensuracdo da proteina total e da albumina pode ser
realizada por métodos colorimétrico em analisadores bioquimicos automatizados ou
semi automatizados e a globulina calculada a partir desses valores. A quantificacdo
das PFAs das mais variadas espécies ja foi documentada utilizando diversos métodos
como radioimuno ensaio, nefelometria e imunoturbidimetria, testes de imunodifusao,
Western blot, andlises de mRNA, ELISA e eletroforese mono e bidimensional com
espectrometria de massa. Devido a grande variacdo de espécies a maioria desses
métodos torna-se dispendioso, poucos reagentes de reacdo cruzada estdo disponiveis
e muitas vezes requerem reagentes espécie-especificos. Apesar de alguns kits de

ELISA estarem disponiveis comercialmente para mensurar PFAs especificas (PCR,
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ASA e haptoglobina), a maior parte destes testes ndo possui automacao e sao caros
(CRAY, 2012; CRAY et al., 2009; JAIN et al., 2011).

Nos ultimos 40 anos a resposta de fase aguda vem sendo avaliada através da
técnica de eletroforese. Esta técnica consiste na migracdo de moléculas ionizadas,
imersas em uma matrix de gel (agarose ou acrilamida), sob influéncia de um campo
elétrico, permitindo a separacdo de diferentes componentes do sangue, urina ou
liquor. A escolha da matrix depende do tamanho da proteina que se quer obter
(OLIVEIRA et al., 2015). O gel de agarose € um polissacarideo que permite a
separacdo de 4 a 6 grupos principais de proteinas. O grau de migracdo é baseado na
carga elétrica, na massa e na forma da proteina. No soro de animais domésticos, a
albumina migra mais rapidamente por ser pequena € muito anidnica, no entanto,
proteinas menores podem ndo migrar tdo longe, pois falta a elas uma carga
acentuadamente negativa (STOCKHAM e SCOTT, 2011). Ja na eletroforese em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE), o SDS (dodecilsulfato de sédio) impede o efeito de
cargas das moléculas proteicas nativas. Neste caso, as separacdes se dao segundo o
peso molecular, e a migracdo é consequéncia tdo somente das cargas negativas do
SDS, causando efeito de peneiramento molecular. Quanto maior a molécula, menor a
mobilidade (WILSON e WALKER, 2010).

Na medicina veterindria, a eletroforese é um importante método para
identificacdo de proteinas presentes em diversos tipos de amostras, auxiliando no
diagnéstico, progndstico e curso de diversas doencas. E um método eficiente na
deteccdo de processos inflamatorios agudos e cronicos e estimulacdo da imunidade
humoral considerado mais barato. Mais de 200 proteinas do sangue ja foram
identificadas através dessa técnica. Basicamente, a eletroforese das proteinas envolve
aplicacao do plasma ou soro (preparados) em uma malha de gel que é submetida a
uma corrente elétrica para que ocorra a migracdo das proteinas de acordo com a
matriz utilizada no gel, formando bandas que podem ser quantificadas por

densintometria (CRAY, 2012; CRAY et al., 2009; ECKERSALL, 2008).
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3. OBJETIVOS

Geral: Avaliar o proteinograma sérico, identificando e quantificando as
proteinas de fase aguda por meio da eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE), de equinos sadios e acometidos pela sindrome célica.

Especificos: Identificar e quantificar o perfil das PFAs; avaliar os parametros
hematolégicos (leucograma e volume globular) e bioquimica sérica (AST, GGT,
ureia, creatinina, fibrinogénio e CK) e identificar possiveis biomarcadores

inflamatorios associados a sindrome cdélica

4. MATERIAL E METODOS

O presente delineamento foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal de Vicosa — UFV, tendo sido aprovado sob o
protocolo 76/2017.

O processamento das amostras ocorreu no Laboratério de Pesquisa em
Patologia Clinica Veterindria (LPPCV), Laboratério de Patologia Clinica Veterindria
(LPCV) e Nucleo de Analises de Biomoléculas (NuBioMol), localizados na
Universidade Federal de Vigosa - UFV.

4.1. Delineamento experimental

4.1.1. Animais

O estudo foi composto por equinos atendidos no Hospital Veterindrio da
UFV (HOVET-UFV), no ano de 2017e primeiro semestre de 2018, diagnosticados
com cOlica e com auséncia de doenga concomitante e por animais sem colica e/ou
outra enfermidade aparente, pertencentes ao Setor de Equideocultura do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa (DZO-UFV).

Amostras de sangue foram coletadas de 26 equinos Mangalarga Machador, sendo
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17amostras provenientes dos animais atendidos no HOVET-UFV e nove amostras
dos animais pertencentes ao DZO-UFV. A idade variou de seis meses a 0ito anos nos
animais com cdlica, sendo sete fémeas e dez machos. Nos animais higidos a variacao

foi de quatro a dez anos, sendo sete fémeas e dois machos.

4.1.2. Coletas

Apés a admissdo, os animais foram submetidos ao exame fisico realizado
pelos responsédveis do setor de clinica do HOVET e os seguintes parametros foram
avaliados: apetite (presente, ausente), frequéncia de defecacdo (normal, diminuida,
aumenta), caracteristicas das fezes (normal, amolecidas, ressecadas, com muco,
presenca de sangue, fétidas), frequéncia cardiaca (FC) (bpm), frequéncia respiratdria
(FR) (mpm), dor (ausente, leve, moderada, intensa), coloragdo da mucosa (rdsea,
hipocorada, hipercorada, cianética), tempo de preenchimento capilar (TPC),
temperatura retal (°C), sondagem nasogéstrica (positiva, negativa, espontanea, gas,
liquido), auscultacdo abdominal (atonia, hipomotilidade, hipermotilidade), palpacao
transretal (sem alteracdo, gds, compactacdo, deslocamento), distensdo abdominal
(ausente, uni ou bilateral).

Foram realizadas coletas de sangue para realizacio de hemograma e andlises
bioquimicas. A coleta foi realizada através da venopunc¢do da jugular externa, com
prévia antissepsia, executada por meio do sistema de coleta a vicuo com agulhas
estéreis descartaveis, em tubos de 4 mL com EDTA 10 % e 8 mL em tubos sem
nenhum adicional ao frasco. As amostras de sangue sem EDTA foram centrifugadas
a 3000 rpm, durante 10 minutos, em seguida congeladas a -20°C para posterior
andlise no laboratorio.

ApOs a obtencdo das informagdes coletadas no exame clinico, o diagndstico
provdvel foi estabelecido e instituido o tratamento (clinico ou cirdrgico). Os animais
foram divididos em quatro grupos experimentais, sendo o grupo 1 (G1) composto por
animais com indicag¢do ao tratamento clinico; grupo 2 (G2) animais com indicacdo ao

tratamento cirurgico; grupo controle (GC), animais sem sinais de cdlica ou outro tipo
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de enfermidade aparente e grupo doente (GD), onde os animais do G1 e G2 foram
agrupados .

Nos animais com coélica, a coleta do sangue foi realizada em quatro
momentos,a saber:

e MO — chegada ao HOVET-UFV, imediatamente antes de ser instituido o
tratamento;

e MI —24 h ap6s o inicio do tratamento;

e M2 —48 h apds o inicio do tratamento;

e M3 —72 hapds o inicio do tratamento.

No grupo controle realizou-se apenas uma coleta.

Por se tratar de casuistica, os momentos supracitados foram estabelecidos de
acordo com o tempo de permanéncia minima dos pacientes no HOVET. No entanto,
essa permanéncia foi varidvel de acordo com a evolugao clinica do paciente, podendo
ter sido estendida ou sofrido antecipacdo (alta ou 6bito), levando o impedimento da

coleta em alguns momentos.

4.1.3. Analises laboratoriais

4.1.3.1 Hemograma e bioquimica sérica

O hemograma foi realizado com o auxilio de um contador automatico de
células (URIT 3000®, EUA). Para contagem diferencial dos leucdcitos, foram
realizados esfregacos sanguineos corados pelo método de coloracdo tipo
Romanowsky, com posterior leitura realizada no microscépio 6ptico 1000x. Os
parametros bioquimicos séricos, proteina total (PT), aspartatoaminotransferase
(AST), gamaglutamiltransferase (GGT), ureia, creatinina e creatina quinase (CK),
foram obtidos por espectrofotometria em analisador bioquimico automatico
(HumaStar 300®, EUA) com reagentes comerciais especificos. A concentragio do
fibrinogénio foi determinada pelo método de precipitagdo pelo calor e a leitura

realizada em refratOmetro.
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4.1.3.2.  Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecilsulfato de sédio

(SDS-PAGE)

Para o fracionamento dos diferentes constituintes proteicos do soro, foi
realizada a eletroforese das respectivas amostras em gel de poliacrilamida contendo
dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE), conforme técnica descrita por Laemmli (1970)
modificada. A corrida foi realizada no sistema vertical de eletroforese (PROTEAN II

XI - VERTICAL ELETROPHORESIS CELLS® BIO-RAD, EUA) (Figura 2).

Figura 2. Sistema vertical de eletroforese. Fonte: arquivo
pessoal.

Utilizou-se o gel de empilhamento a 4% e o gel de separagdo a 10 %. Para o
preparo das amostras e fracionamento das proteinas, foi adicionado 10 pL de soro
sanguineo diluidos em 30 pL de tampao-fosfato (PBS) e 20 pL de tampao de amostra
posteriormente aquecidos em agua em ebulicio por 10 minutos. Para o preparo do
marcador de peso molecular, foram adicionandos 3 pL do marcador de peso
molecular (Broad Range, Bio-Rad® 6,5 — 200 kD) juntamente com 27 uL de tampdo de
amostra. O preparado foi centrifugado em rotacdo de 2000 rpm. Uma aliquota de 10

uL de cada preparado foi depositado em uma determinada cavidade do gel, além da
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amostra de soro controle e o padrdo de peso molecular como referéncia, colocada em
cavidades pré-estabelecidas em cada gel.

Depois de colocadas as amostras, o conjunto da cuba foi submetido a corrente
elétrica inicial de 100 V, fornecido por uma fonte de energia apropriada. Apés 1 hora
(as amostras do gel j4 migraram para o gel de separacdo), a corrente elétrica foi
aumentada em 50 % do valor inicial (150 V), e ap6s mais 1 hora foi aumentada para
200 V, permanecendo assim até o término da corrida.

Terminada a corrida, o gel foi retirado da placa e corado durante 30 min em
solucdo de azul de Coomassie® R-250 0,2 % sob agitacdo horizontal constante, para
uma coloracdo uniforme e em seguida, submerso em solucdo descorante a base de
metanol e 4cido acético para retirar excesso de corante até obtencdo da nitidez das
bandas proteicas no gel.

Os pesos moleculares e as concentragdes das fracdes proteicas foram
determinados por densitometria computadorizada (Lablmage 1D, Loccus®), a partir
do escaneamento das bandas nos géis. Para o cdlculo do peso molecular, foram
utilizados marcadores de pesos moleculares de 200, 116.2, 97.4, 66.2, 45, 31, 21.5,
14.4 e 6.5 kDa (Broad Range, Bio-Rad®), além de um soro controle espécie especifico
cujas proteinas presentes foram previamente identificadas por meio de
espectrometria de massa (MALDI-TOF). Para a avaliacao densitométrica das bandas
proteicas confeccionaram-se curvas de referéncia a partir da leitura do marcador
padrdo.

Para a separacdo de proteinas com peso molecular abaixo de 20 kDa, foram
colocados 100 pL das amostras em 600 pL de solucdo de precipitacio (acetona 100 %
+ 4cido tricloroacético 10 % + DTT 1 mmol) durante 12 horas. Transcorrido o tempo,
as amostras foram centrifugadas a 4°C durante 30 min a 13000 rpm. ApOs
centrifugacdo, os pellets formados foram ressuspendidos em 1 ml de acetona gelada e
centrifugado nas mesmas condi¢des anteriores (4°C durante 30 min a 13000 rpm),
repetindo este passo 4 vezes. Apos a ultima centrifugacdo com acetona, os pellets
foram ressuspendidos em 1 mL de etanol 80% e centrifugados novamente a 4 °C
durante 30 min a 13000 rpm. Em seguida os pellets foram submetidos a secagem no
speedvac (Eppendorf®, Alemanha) e ressuspendidos em solu¢do de solubilizag¢io

(chapps 2 % ureia 7 mmol + tioureia 2 mmol + DTT 40 mmol). Depois de
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solubilizados, 5 pL. das amostras foram misturados com 6 pL de tampdo de amostra e
13 pL de agua milli-Q e submetidos a separacdo eletroforética em gel de

poliacrilamida 14 % a 80 V durante 4 horas.

4.1.3.3.  Digestao enzimdtica das bandas no gel e preparo da amostra para andlise

por espectrometria de massas

Ap6s a separacdo das proteinas por SDS-PAGE, as bandas mais evidentes
foram escolhidas e excisadas para a realizacdo da digestdo enzimatica, a qual foi
efetuada com tripsina pancredtica suina, indicada para utilizacdo em protedmica,
tratada com TPCK, referéncia T-6567 (Sigma Aldrich, EUA) (Figura3). A digestdo
das proteinas foi realizada conforme descrito anteriormente por Shevchenko et al.
(2006), com uma solugdo de tripsina na concentracdo de 25 ng/ul, da qual foram
adicionados 40 uLL em cada amostra. Apos a digestao, os peptideos tripticos foram
secos em centrifuga a vacuo, modelo AG-22331 (Eppendorf, Alemanha) e
ressuspendidos em 10 puL de solucdo de acido trifluoracético 0,1 % e dessalinizado
em ZIPTIP (Millipore, USA), os quais foram eluidos em 3 uL de acetonitrila 50 %,
acidificada com é&cido trifluoracético 0,1 %. Foram aplicados 1 uL da solug¢ao de
peptideoeluido com 1uL de matriz acido ociano-4-hidroxicinamico — HCCA
(BrukerDaltonics, Alemanha), a qual foi solubilizada na mesma solucdo de elui¢ao
dos peptideos, na concentragdo de 10 mg/mL. Para calibracio do método de andlise
MSI1 foram utilizados peptideos padroes (Peptide Calibration Standard II) (Bruker

Daltonics, Alemanha), aplicados junto com a matriz nas mesmas condicdes.
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Figura 3. Separag@o dos spots no gel para realizar
a digestdo. Fonte: arquivo pessoal.

4.1.3.4.  Aquisicdo de espectros de massas de MS e MS/MS por MALDI
TOF/TOF

Apés a secagem das amostras, os espectros de MS1 e MS2 foram adquiridos
em espectrometro MALDI-TOF/TOF, modelo Ultraflex III (Bruker Daltonics, GER)
(Figura 4). Para obtencdo dos dados de MS1 utilizou-se o modo refletivo e positivo,
com uma faixa de deteccdo de 500-3400 Da. Para a realizacdo de MS2, usando o
método LIFT no modo positivo, foram selecionados os fons com maior intensidade
em relacdo a razdo massa carga (m/z).

Todos os dados obtidos foram gerenciados pelo software Flex control, versao
3.3 (Bruke Daltonics, Alemanha), sendo os espectros resultantes das andlises MS1 e
MS?2 processados com o auxilio do aplicativo Flex Analysis, versao 3.3 (Bruker
Daltonics, Alemanha). As listas de picos de MS2 foram geradas no formato
mascotgenericformat (mgf) pelo aplicativo BioTools, versao 3.2 (Bruker Daltonics,

Alemanha).
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Figura 4. Espectrometro de massa (MS) modelo UltraFlex III.
Fonte: arquivo pessoal.

A identificacdo das proteinas foi confirmada com o Software BioTools versdo
3.2 (Bruker Daltonics) e Mascot Daemon (Matriz Science, Londres, Reino Unido)
contra a base de dados de proteinas para a familia de equideos obtida do banco de

dados Uniprot (http://www.uniprot.org).

4.1.3.5.  Identificacdo das proteinas

As listas de massas foram confrontadas contra os bancos de dados de
proteinas dos tdxons Equidae (download em 20/11/2017, com 29.339 entradas) e
Metazoa (download em 22/09/2016, com 8.585.752 entradas) ambos depositados no
UNIPROT, usando o aplicativo MASCOT, versdao 2.4.0 (Matrix Science, London,
UK). Os pardmetros utilizados para a pesquisa foram: digestdo enzimdtica pela
tripsina com uma clivagem perdida; permitindo uma tolerancia de erro para o ion
parental de 0,2Da e para os fragmentos de 0,5 Da; carbamidometilacdo da cisteina
como modificacao fixa e oxidagdo da metionina como modifica¢do varidvel.

O resultado obtido pelo MASCOT foi validado estatisticamente pelo
aplicativo SCAFFOLD, versao 3.6.4 (Proteome Software INc, Portland, OR). Para a
validacdo dos peptideos identificados foi aplicado o algoritmo Peptide Prophet
(KELLER et al, 2002) e para as proteinas o algoritmo Protein Prophet
(NESVIZHSKII et al.,, 2003), como critério de aceitacdo foram adotados os
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parametros com o minimo de 90% de probabilidade para a identificacdo tanto das
proteinas quanto dos peptideos, com a presenca de pelo menos um peptideo tnico
para cada proteina identificada.

As proteinas identificadas pelo MASCOT e validadas pelo SCAFFOLD,
denominadas “Uncharacterized” foram analisadas usando o software BLAST, versao
2.4.0 (ALTSCHUL et al., 1990). Nessa andlise, foi possivel identificar quais as
proteinas depositadas no banco de dados protein non-redundant (nr) do NCBI

apresentaram maior identidade com as sequéncias das proteinas “Uncharacterized”.

4.2. Analises Estatisticas

Os dados foram avaliados pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e de Levene
para a verificacdo da normalidade dos erros e homogeneidade das variancias,
respectivamente. A andlise de variancia (ANOV A) de medidas repetidas foi utilizada
para a avaliacdo do efeito do tempo/momento nos grupos clinico e cirdrgico. A
avaliacdo entre os grupos de animais acometidos e o grupo controle, em cada tempo,
foi realizada por meio da one-way ANOVA. As comparacdes miltiplas resultantes
da ANOVA foram realizadas pelo teste de Tukey. Quando os dados ndo atendiam as
premissas da ANOVA, foi empregado o teste de Kruskal-Wallis com post hoc de
Dunn. Os dados do momento 0 dos grupo 1 e 2 foram agrupados e comparados com
os do grupo controle para avaliacio do efeito da afeccdo, independente da
classificacdo (clinica ou cirtrgica), por meio do teste t-Student para amostras
independentes. Os dados que ndo apresentaram homogeneidade e foram avaliados
pelo teste de Mann-Whitney. Todas as andlises foram realizadas no pacote estatistico

MINITAB 17 (Minitab Inc. EUA) considerando p < 0,05.
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5. ARTIGO

PROTEINOGRAMA SERICO DE EQUINOS SADIOS E
NATURALMENTE ACOMETIDOS PELA SINDROME
COLICA

1. Introducao

A sindrome célica é uma das enfermidades mais comum na clinica de
equideos. Possui cardter emergencial e consiste em uma das maiores causas de 6bito
nesta espécie. Caracterizada por dores abdominais intensas, as principais
modificacdes organicas apresentadas por estes animais sdo alteragdes
hemodinamicas devido a injdrias teciduais sofridas em decorréncia do processo
inflamatoério/infeccioso (THOMASSIAN, 2005).

Diagnosticar um cavalo com cdlica é relativamente facil para o médico
veterindrio, ja o diagndstico etiolégico ou o diferencial torna-se um desafio (WHITE,
2006). A habilidade do clinico na realizacdo do diagndstico e instituicio do
tratamento é de fundamental importancia para o progndstico do paciente (PIHL et al.,
2016).

Com a progressdo da doenca, sinais da inflamacdo sistémica e alteracdes
laboratoriais podem ser observados, porém, alteracdes nas concentracdes séricas das
proteinas de fase aguda e outros achados laboratoriais que precedem os sinais
sist€émicos ou que sofrem modificacdes durante o curso da enfermidade precisam ser
melhores investigados para se estabelecer um prognéstico mais adequado da
sindrome e melhor monitoramento terapéutico (CONTIN et al., 2015).

O conhecimento acerca dos mecanismos que geram inflamagdo e afetam as
concentragdes séricas das proteinas de fase aguda sdo de extrema importancia, uma
vez que sdo proteinas cuja concentracdo pode aumentar ou diminuir pelo menos 25 %
em resposta a inflamacdo. Dessa forma, sua utilizacio como marcadores
quantitativos € valiosa para determinar diagndstico, progndstico e monitorar a terapia

instituida (ECKERSALL, 2008).
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O objetivo desse estudo foi avaliar e comparar o proteinograma sérico,
identificando e quantificando as proteinas de fase aguda de equinos sadios e

acometidos pela sindrome cdlica.

2. Resultados e Discussao

Dos 26 equinos utilizados no presente estudo, 17 animais foram
diagnosticados com cdélica e auséncia de doenca concomitante. Dentre esses animais,
9 (53 %) tiveram indicacdo de tratamento clinico e 8 (47 %) indicacdo de tratamento
cirtrgico.

Os animais chegaram ao hospital com 36,6 £ 22,9 horas (média + desvio
padrdo) apds o inicio dos sinais clinicos. A determinacdo da duracdo da célica nos
animais incluidos neste estudo foi uma estimativa baseada em informagdes dos
proprietarios, o que dificilmente revela de fato o momento exato em que os animais
comecaram a demonstrar algum sinal de desconforto abdominal, porém, reflete a
realidade da rotina de atendimento médico veterindrio. Todos os animais com
indicacdo de tratamento clinico receberam alta, sendo distribuidos da seguinte forma:
1 (11 %) no mesmo dia; 5 (55 %) apds 24 horas de internamento e 3 (34 %) apds 72
horas de internamento. Dentre os animais com indicacdo de tratamento cirtrgico, 6
(62,5 %) vieram a 6bito,2 (25 %) receberam alta e 1 (12,5 %) o proprietario optou
por ndo realizar o procedimento e retirou o animal do hospital apds 24 horas. Dos
62,5 % que vieram a 6bito, 2 (25 %) morreram no mesmo dia; 2 (25 %), 24 horas
apos a chegada no hospital e 1 (12,5%), 48 horas apds a chegada no hospital. Em 13
animais foi possivel identificar o local e o tipo de lesdo: compactacido de c6lon maior
(6); compactacao de c6lon maior com ruptura (1); compactacdo de célon maior com
deslocamento (2); compactacdo de célon menor (3); compactagdo de estdmago com
ruptura (1); indefinido (4).

O processo e a duracdo da doenga sdo importantes e devem ser levados em
consideragdo na interpretacio da concentragdo de biomarcadores em processos
inflamatérios. Em um estudo realizado por Pihl et al. (2015), todos os biomarcadores

avaliados (Hp, ASA e Fb) em animais com cdlica foram significativamente
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associados ao processo e duragdo da doenca, apresentando elevacdio com a
progressao da cdlica.
Os resultados do hematdcrito, leucograma e bioquimica sérica obtidos com as

respectivas médias, desvios-padrao e valores de p estdo expressos na tabela 2.

Tabela 2. Média e desvio-padrao dos valores de referéncia e exames admissionais
(hematdcrito, leucograma e bioquimica sérica) do grupo controle e animais com abdémen

agudo.
Valores de GC (n=9) GD (n=17) p
referéncia

VG (%) 24 — 53% 29,20 +5,59 32,4348,21 0,26
Leucécitos (/fmm3)  6.000 — 12.000% 9488 + 1862 9247 + 4225 0,87
Neutréfilos (/mm?)  2.100—9.000% 4870 + 11395 4538,3 +3244,6 0,72
Linfécitos (/mm3) 900 — 6.000* 3828 + 2457 3777 +1862 0.95
Monécitos (/mm?) 120 - 1.200% 417 +353 541 +576 0,58
Eosinéfilos (/mm?) 120 — 1.440% 806 +415,4 77,94 + 148,9 0,00
Basofilos (/mm3) 0 - 360* 93 +153 10,9 + 32,7 0,04
Bastonetes (/mm?3) 0 —240%* 11,6 £32.9 308 =479 0,09
AST (U/L) 226 -366%* 204+ 17,6 192 £31,4 0,74
GGT (U/L) 4,3 — 13,47 243 +3,5 19,8+ 11 0,21
CK (U/L) 2,4 - 23,4%% 240,3 +50,9 236,4 £453 0,95
Ureia (mg/dL) 21 = 51** 50+ 8,4 41,7 21,7 0,02
Creatinina (mg/dL) 2~ 19 14£0.1 12£0.2 0,01

Volume globular (VG); aspartatoaminotransferase (AST); gama glutamiltransferase (GGT); creatinaquinase (CK).
Valores de p<0,05 (em negrito) indicam diferenga estatistica entre o grupo controle (GC) e grupo doente (GD)
pelo teste de Tukey. *(WEISS e WARDROP, 2010) e **(KANEKO et al, 2008).

O volume globular (VG) manteve-se dentro do intervalo de referéncia para a
espécie e nao foi observada diferenca estatistica entre os grupos avaliados (GC e GD).
Na avaliacdo do VG alguns fatores devem ser levados em consideracdo uma vez que
pode ocorrer variagdo dos resultados em funcdo da raga, condi¢do fisica, treinamento,
histérico de parasitas e grau de excitagdo. Na rotina clinica, os parametros
laboratoriais mais empregados para determinar o grau de desidratacdo do paciente é

o VG associado a proteina total (PT) (GRONDIN e DEWITT, 2010). Em pacientes
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como cOlica a desidratacdo € um sinal clinico comum, levando ao aumento do VG. O
intenso fluxo de liquido exigido para o interior da alca acometida pode levar a
distensdo da mesma, lesionando a parede intestinal e impedindo a absor¢do do
liquido podendo desencadear quadro de hipovolemia (THOMASSIAN, 2005).
Diferindo da literatura citada acima, o VG dos animais com célica no nosso estudo,
ndo apresentaram elevacdo. A maior parte dos pacientes recebeu algum tipo de
tratamento antes de ser encaminhado ao HOVET, esse tratamento inclui a
administracdo intravenosa de solu¢des hidratantes capazes de reestabelecer a volemia.
E uma pritica comum realizada pelos proprietdrios e pode justificar os nossos
achados.

No leucograma, os valores observados nos grupos avaliados estdo dentro do
intervalo de referéncia para a espécie, com excecdo dos eosindfilos, estes
apresentaram valores inferiores as referéncias citadas, no entanto, a diminui¢do
dessas células em processos inflamatdrios ndo possui nenhum significado clinico.
Houve diferenca estatistica entre os eosindfilos e baséfilos, com valores mais
elevados no GC. O GC composto por animais criados extensivamente pode
apresentar uma carga parasitdria maior que o grupo dos animais doentes, justificando
a elevacdo dessas células. Houve um discreto desvio nuclear neutrofilico a esquerda
nos animais do GD. Este achado corrobora Weiss e Wardrop (2010), que afirmam
que a presenca de neutréfilos bastonetes pode ser observada em processos
infecciosos em que hd um aumento da demanda funcional dos neutréfilos para os
tecidos, como no caso da célica.

Dos resultados obtidos na bioquimica, apenas a ureia e a creatinina
apresentaram diferenca estatistica, no entanto, os valores obtidos no nosso estudo
encontram-se dentro do intervalo de referéncia proposto por Kaneko et al.(2008) para
a espécie. A elevacdo desses compostos pode ser observada em quadros de codlica
com hipovolemia ou endotoxemia em que a fungdo renal possa ter sido alterada, o
que nao foi observado no nosso estudo. Nos dois grupos avaliados, a GGT e a CK
apresentaram elevacdo quando comparados aos valores de referéncia. A dor
abdominal pode ter como origem processos localizados no figado (THOMASSIAN,
2005), a dosagem da AST e GGT sao importantes para a avaliagdo do envolvimento

hepético, no entanto, neste ensaio nio foi diagnosticado doenga hepatica como foco
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do desenvolvimento da célica. Davis et al. (2003) relatam o aumento da atividade
sérica da GGT em cavalos com enterite proximal, podendo envolver infec¢ao biliar
ascendente, absorcdo de endotoxina ou mediadores inflamatérios, tendo como
consequéncia a inflamagdo e/ou hipdxia hepdtica, diferindo dos nossos achados em
que os animais apresentaram lesdo de estomago e intestino grosso.

Diferindo dos nossos achados. o aumento da atividade enzimdtica da CK foi
relatado por Di Filippo et al. (2012) em cavalos com cdélica. Estes autores supdem
que essa elevacdo pode estd associada a lesdes da musculatura esquelética
(administracdo de farmacos, deitar e rolar dos animais com dor abdominal),
administra¢do de anestésicos, a propria alterac@o intestinal e aos fatores relacionados
a laparotomia (THRALL et al., 2015). Por fim, € importante salientar que os
diferentes valores de referéncia descritos na literatura servem como base, porém,
variam de acordo com a localizacdo geogréfica, instrumento de andlise, metodologia
utilizada entre outros. Portanto, em nosso estudo optou-se por utilizar um grupo
controle que serviu como parametro de saide para compara¢do com o grupo doente.

Os resultados obtidos para os constituintes do proteinograma sérico com as
respectivas médias, desvios-padrio e estatistica estdo expressos nas tabelas 3 e 4. As
proteinas de fase aguda e imunoglobulinas (Ig) encontradas na eletroforese, de
importancia para este estudo, foram: a2-macroglobulina (182 kD), ceruloplasmina
(157 kD), transferrina (89 kD), albumina (66 kD), al-antitripsina (60 kD), IgG de
cadeia pesada (54 kD), haptoglobina (45 kD), al-glicoproteina dcida (42 kD), IgG de
cadeia leve (30 kD),apolipoproteina Al (27 kD) e amildide sérica A (14 kD) (Figuras
5e6).
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Figura 5. Bandas das PFAs e Ig e seus respectivos picos,
encontradas na eletroforese, identificadas nominalmente. 1 — alfa
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— apolipoproteina Al.
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Tabela 3. Concentragdo média das proteinas de fase aguda em equinos acometidos pela
cOlica e grupo controle no momento de chegada (MO).

Proteinas (mg/dL) GC (n=9) GD (n=17) p
PT 7500 + 500 6400 + 700 0,00
Fb (340 kD) 286 + 157 407 +209 0,19
02 — macro (182 kD) 122 +£51,8 223 +110 0,02
Cp (157 kD) 74,8 +18,18 113,7+£39,3 0,01
Trf (89 kD) 499, 7 + 168,8 635 + 136 0,04
Alb (66 kD) 2174 + 806 2661 +493 0,07
a1l — antitrip (60 kD) 493,1 +115,5 300 + 153 0,00
IgGep (60 kD) 764 +404 749 + 389 0,92
Hp (45 kD) 170,9 £ 67,7 157,4 £84,9 0,69
GPA(42 kD) 57,1 +11,34 76,4 + 55,1 0,34
IgG cl(30 kD) 2789 + 378 1343 + 577 0,00
Apo A1(27 kD) 417,7+98 317 £129 0,06
ASA (14 kD) 1,32 +0,31 2,42 +1,18 0,00

(ng/ml)

Proteina total (PT); fibrinogénio (Fb); a2 — macroglobulina (a2-macro); ceruloplasmina (Cp); Trf (transferrina);
albumina (alb);al — antitripsina (al-antitrip); IgG de cadeia pesada (cp);haptoglobina (Hp); glicoproteina 4cida
(GPA); IgG de cadeia leve; apolipoproteina Al (Apo Al); amildise sérica A (ASA). Valores de p<0,05 (em
negrito) indicam diferenca estatistica entre o grupo controle (GC) e grupo doente (GD) pelo teste de Tukey.

Notou-se que os valores de proteina total sérica (PT) encontrados no grupo
dos animas acometidos por cOlica (GD) foram mais baixos e diferiram
estatisticamente quando comparado ao grupo controle (GC) no momento da chegada
ao HOVET, apesar disso, os valores encontram-se dentro do intervalo de referéncia
proposto por Weiss e Wardrop (2010) para a espécie. Valores normais da PT podem
ser encontrados nas fases iniciais da cdlica ou em casos mais brandos onde ndo
ocorra grandes alteracdes na volemia e perda dessas proteinas para a cavidade
abdominal (THOMASSIAN, 2005). Essa afirmagdo pode justificar nossos achados
considerando que o periodo de evolugdo da cdlica nestes pacientes € varidvel e ndo
foi possivel determinar com precisdo a severidade do quadro clinico. Valores mais
baixos da PT podem ser justificados pela diminui¢do do apetite, o que é comum em

animais com colica.
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Quando avaliados os valores das concentracdes de PFAs nos animais com
cOlica em relacdo ao GC, houve diferenca estatistica com elevacdo das concentragdes
da a2-macroglobulina, ceruloplasmina (Cp), transferrina e amiloide sérica A (ASA).
Excetuando-se a transferrina, todas as PFAs citadas sdo consideradas PFAs positivas,
ou seja, apresentam elevacdo da sua concentracdo mediante processos inflamatorios,
como na célica. O aumento dessas proteinas no nosso estudo indica uma resposta
inflamatéria devido a uma injuria tecidual ocorrida no intestino desses animais como
observado por Crisman et al.(2008).

A a2-macroglobulina é uma proteina com funcdo antiprotease, ou seja,
durante um processo inflamatério agudo tem como papel neutralizar as atividades
das enzimas proteoliticas produzidas pelo sistema imune, minimizando os danos aos
tecidos normais. De acordo com Contin et al. (2015), a Cp € uma proteina de
resposta moderada em equinos apresentando concentragdes elevadas em processos
inflamatorios, indo de encontro aos nossos achados.

Como ja mencionado, a transferrina, assim como a albumina, é uma PFA
negativa, o mecanismo pelo qual se observa esta diminuicdo ainda ndo estd
totalmente esclarecido. Sabe-se que este decréscimo pode se apresentar de forma
mais rdpida, em um periodo de 24 horas, ou de maneira gradual, em um periodo de
dias, sendo mais evidenciada em doengas cronicas (ECKERSALL, 2008) ndao sendo
o caso nesse estudo, por se tratar de um processo inflamatério agudo, onde os
animais apresentaram evolucdo e resolu¢do do caso em um periodo de no maximo
duas semanas.

A amil6ide sérica A € a principal PFA para a espécie equina. A elevacdo da
usa concentracao nos animais do GD condiz com os achados dos estudos realizados
por Dondi et al.(2015), Pihl et al. (2013, 2015) e Westerman et al.(2016), que
observaram o aumento da ASA em equinos com colica médica ou cirtirgica. Outros
estudos descrevem ainda, que esta PFA é um valioso marcador inflamatério em
equinos com diarreias (PETERSEN et al., 2004), pneumonia por Rhodococcus equi
(HULTEN e DEMMERS, 2002), artrite ndo infecciosa (HULTEN et al., 2002),
exercicio de longa duracio (CYWINSKA et al, 2012), trauma em tecido mole,
feridas extensas e infec¢des intra-articulares (ROBINSON et al., 2017). A ASA € a

PFA de maior interesse para a espécie equina e diante de um dano tecidual sua
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concentracdo eleva rapidamente apresentando uma importancia diagndstica e
progndstica (CRAY, 2012).

Nessa mesma comparagdo, foi observada diferenca estatistica com redugdo
das concentragdes de al-antitripsina e IgG de cadeia leve. Diferindo desse ensaio,
Nogueira et al. (2013) observaram oscilagdes positivas nas concentracdes das
imunoglobulinas IgA e IgG, tanto no soro como no liquido peritoneal de equinos
higidos e daqueles submetidos a obstrucdo intestinal experimental, ambos
submetidos a laparotomia. Nossos achados, no entanto, corroboram Overmann (2018)
ja se trata de uma resposta inflamatéria aguda e o referido autor enfatiza o aumento
das Ig em processos inflamatdrios cronicos. Segundo Kaneko et al. (2008) a IgG é a
classe de imunoglobulina em maior concentracdo no soro, sdo responsdveis pela
resposta humoral sintetizadas pelo sistema imunoldgico em resposta a estimulos
antigénicos. O comportamento ol-antitripsina a principio ndo teve importancia
clinica na avaliacdo feita entre os grupos (GD e GC) uma vez que, por se tratar de
uma PFAs positiva, essa importancia se dd a partir do momento em que ocorre sua
elevacao em 25 % ou mais (ECKERSALL, 2008).

O valor do fibrinogénio plasmético (Fb) manteve-se dentro do intervalo de
referéncia para a espécie (200 — 400 mg/ml) (ECKERSALL, 2008), corroborando os
achados de Daniel et al. (2016). Os autores relatam que esta proteina ndo apresentou
aumento significativo em 24 horas apds a laparotomia em cavalos com cdlica,
relatam ainda que o pico do fibrinogénio quantitativo ocorreu apenas entre 76 € 92
horas pds-operatério, momentos de coleta que ndo foram contemplados no nosso
estudo que avaliou os animais até 72 horas, uma vez que esses animais podem ter
vindo a 6bito ou recebido alta hospitalar nesse periodo. A resposta tardia do Fb
também foi relatada por Pihl et al. (2015, 2016) onde os autores associaram 0O
aumento da concentracdo do Fb a duracdo mais prolongada da doenca. No nosso
estudo, a imprecisdo na determina¢do da duragdo da doenca pode justificar nossos
achados. O comportamento observado do fibrinogénio assemelha-se aos resultados
encontrados por Pihl et al.(2017) onde os autores relatam a andlise das PFAs como
marcadores de progndstico em cavalos com coélica, e a elevagdo do Fb nao foi
associada aos animais que vieram a oObito. O fibrinogénio é uma PFA de resposta

moderada, seu periodo de resposta de fase aguda prolongado associado ao intervalo
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de referéncia amplo para esta espécie torna o fibrinogénio uma PFA menos
interessante. Apesar de seu uso comum, esta proteina pode ter valor limitado no

cenario clinico (CRISMAN et al., 2008).
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Tabela 4. Concentra¢iio média das proteinas de fase aguda em equinos higidos e acometidos por abdomen agudo com indicacéo de
tratamento clinico (G1) e com indicacdo de tratamento cirurgico (G2) em diferentes momentos de coleta. MO = chegada ao
hospital, imediatamente antes de ser instituido o tratamento; M1 = 24h apds o inicio do tratamento; M2 = 48h apds o inicio do
tratamento; M3 = 72h apds o inicio do tratamento.

MOMENTO DA COLETA
PROTEINA CONTROLE GRUPO MO M1 M2 M3
(mg/dL)
1 6500 + 800* 5900 + 700 5800 + 600 6000 + 700%
PT 7500 + 500
2 6300 + 600% 5500 + 400 5500 + 300 5100 + 900*
a2 — macro 1 235,9 + 109,8 254,8 952 237,1 +51,5 216,9 + 96,5
122 +51,8
(182 kD) 2 2093 £ 115,6 253,0 £70,0 260,5 £91,5 221,1 £30,8
1 108,5 +39.4 103,3 +38.6 1170314 109.4 + 28,0
Cp (157 kD) 74,8 + 18,18
2 119,4 + 40,9% 92,6 + 36,1 124.9 +44.8 105,25 + 4,03
1 637,2 + 174,3 568,5 +211,1 311,8+97.2 602,8 + 73,6
Trf (89 kD) 499, 7+ 168,8
2 632,1 + 87,5 511,0 + 140,9 525,0 +375,0 573,0 £ 15,9
1 2607,0+ 583,0 2616 + 365 2577 +316,0 2613 +204
Alb (66 kD) 2174 + 806
2 2722,0+398,0 2588 +271,0 2417,0 + 327,0 2010,0 + 283,0
o 1 279,0 £ 140,5%  314,1 +131,7 356,0 + 209,0 336,0 +222,0
al - a‘l;%t)“p 60 4o31+1155
2 326,4 + 174,7 287,0 £128,5 352,0 £274,0 221,35+9,55
1 750,0 + 477,0 759,0 + 317,0 701,2 £ 47,0 637,0 + 286,0
IgGep (54 kD) 764 + 404
2 748,0 +293,0 855,0 + 348,0 835,0 + 267,0 7412 + 1072
1 153,9 + 100,9 1842+ 97,5 191,6 + 127,7 201,9 + 81,8
Hp (45 kD) 170,9 + 67,7
2 161,3 +69,3 158,8 + 43,8 1874 +123,5 1418 37,7
1 75,8 £75,0 65,70 + 18,16 100,5 + 45,3 81,4+455
GPA (42 kD) 57,1 +11,34
2 77,0 £29.,8 66,45 +23,13 99,6 + 34,0 79,4 + 10,75
1 1424 £ 629,0¢  1408,0£432,0  1004,0 +251,0 1252,8 +95,8*
IgG cl (30 kD) 2789 + 378
2 1252,0+£539,0%  1211,0+334,0  1202,0+317,0 1061,0 + 112,9%
1 322.8 + 156,9 303,6 97,7 2354 +112,9 254.6 + 94,8
Apo Al (27 kD) 417,7+98
2 311,7 £ 105,0 3074 + 157,6 2582 +131,2 1772 +3,11
ASA (14 kD) 1 2,2+0,9 2,0+£0,7¢ 2,6 £0,3% 1,8 +0,2%*
1,32 +0,31
(ng/ml) 2 2,6+15 2,8+1,3% 3,4+1,5° 3,8 0,15

Proteina total (PT); a2 — macroglobulina (02 — macro); ceruloplasmina (Cp); Trf (transferrina); albumina (alb);al — antitripsina (al
— antitrip); IgG de cadeia pesada (cp); haptoglobina (Hp); glicoproteina 4cida (GPA); IgG de cadeia leve; apolipoproteina Al (Apo
Al); amildise sérica A (ASA). * MO ou M3 difere significativamente do grupo controle e letras diferentes na mesma coluna
diferem pelo teste de Tukey com p<0,05.
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Os valores de PT encontrados nos animais com indicacdo ao tratamento
clinico (G1) e cirdrgico (G2) além de diferir estatisticamente no MO, também
diferiram no dltimo momento da coleta (M3) quando comparado ao GC, apesar disso,
encontram-se dentro dos valores de referéncia para a espécie, conforme descrito na
literatura (WEISS e WARDROP, 2010), exceto no M3 do G2, onde esse valor
encontra-se abaixo dos valores de referéncia. O periodo do jejum pds-operatério,
com introdu¢do alimentar de forma gradual e a prépria lesdo entérica causada pelo
processo inflamatério da cdlica e/ou trauma cirdrgico, levando a perda das proteinas
para a cavidade abdominal, podem justificar esse achado. Resultados semelhantes
foram descritos por Di Filippo et al. (2010) e Nogueira et al. (2013) em cavalos com
cOlica submetidos a obstrucdo experimental. Os autores relatam alteracdo das
proteinas totais apenas no liquido peritoneal desses animais, atribuindo essa alteracdo
a lesdo entérica ou mesmo ao trauma cirirgico, levando ao extravasamento dos
elementos plasmatico para o peritonio.

Quando comparado o momento da chegada ao HOVET (MO) dos animais
acometidos pela célica com indica¢do de tratamento clinico (G1) e os animais com
indicacdo de tratamento cirtrgico (G2) com o GC, a PT e a IgG de cadeia leve
mantiveram o comportamento nos Gl e G2, a Cp apresentou elevacao da
concentracdo com diferenga significativa no G2 e a al-antitripsina apresentou
diferenca estatistica com concentra¢ao reduzida apenas no G1. A al-antitripsina,
assim como a a2-macroglobulina, também € uma protease, apesar disso, apresentou
um comportamento diferente da mesma. Diferindo desse estudo onde os grupos
doentes (G1 e G2) ndo apresentaram elevacdo dessa proteina, em um ensaio
realizado Di Filippo et al. (2011) para determinar as concentragdes das PFAs em
equinos higidos e com lesOes de intestino grosso e delgado submetidos a laparotomia,
a ol-antitripsina elevou sua concentracdo nos animais doentes e de forma mais
precoce nos casos mais graves. Achados semelhantes foram observados por Fagliari
e Silva (2002) em equinos naturalmente acometidos por cOlica. No entanto, os
ensaios citados referem-se a casos com tor¢do de c6lon maior, encarceramento nefro-
esplénico, compactacdo de ileo, hérnia inguino-escrotal, encarceramento de jejuno e
volvo do intestino delgado, ou seja, acarretando uma lesdo tecidual mais grave e

consequentemente uma resposta inflamatdria mais intensa.
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Em relacdo a Cp, os achados desse estudo diferem dos achados descritos por
Di Filippo et al. (2011) onde ndo foi observada elevagdo da Cp em animais com
cOlica submetidos a laparotomia. Os autores acreditam que a auséncia de alteragdes
verificadas no ensaio ocorreu devido a imprecisdo na determinacdo do tempo de
evolucdo do distirbio gastrointestinal, fato comum em ensaios naturais. No entanto,
nossos resultados corroboram os achados descritos por Saquetti et al. (2008) e
Nogueira et al. (2013) no que se refere a elevacdo da Cp em animais com cdlica
(induzidos experimentalmente a obstrucdo intestinal). Porém, no presente estudo a
elevagdo da Cp se deu no MO dos animais com indicacio de tratamento cirtirgico, ou
seja, antes da realizacdio do procedimento. Os referidos autores atribuem o
comportamento da Cp ao procedimento cirirgico, o que vai contra aos achados neste
estudo onde a concentracdo da Cp aumentou de acordo com a gravidade da lesdo,
mesmo antes da intervengao cirdrgica. Como ja mencionado, a imprecisdao no tempo
de evolucdao da coélica pode justificar nossos achados, o processo inflamatério
observado em nossos animais pode ter um periodo de evolu¢do maior quando
comparado aos trabalhos citados. Vale ressaltar que, nos estudos realizados por
Saquetti et al. (2008) e Nogueira et al. (2013), houve a indugdo da célica, ou seja, o
processo inflamatério foi iniciado apds o procedimento cirdrgico o que
possivelmente levou a elevacao da Cp.

Na comparagao feita entre MO dos animais acometidos pela cdlica do G1 e
G2 com os animais do GC apds 72 horas da primeira coleta (M3), a PT e a IgG de
cadeia leve mantiveram o comportamento no dois grupos (Gl e G2). Ja a al-
antitripsina apresentou um aumento da sua concentracdo e a ceruloplasmina se
manteve ou diminuiu discretamente, nao sendo mais evidenciada diferenca estatistica.
Também ndo foi observada diferenca estatistica ao avaliar o comportamento das
PFAs dentro de cada tratamento nos grupos (G1 e G2) e seus respectivos momentos
(MO — M3). Nossos achados corroboram os achados descritos por Pihl et al. (2015)
que, buscando identificar a influéncia do processo inflamatério e duracdo da doenca
nas PFAs do soro e fluido peritoneal em cavalos com célica, concluiram que um
aspecto importante a ser observado na andlise de um biomarcador € a sua cinética,
para isso, determinar o momento inicial do processo inflamatério e a partir dai

estabelecer os momentos para realizar as coletas seriadas € de suma importancia no
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auxilio de uma interpretacdo mais precisa dos resultados obtidos. Por se tratar de um
estudo realizado com pacientes acometidos naturalmente por célica, a obtencdo de
informagdes sobre o inicio da doenca foi uma estimativa baseada em informagdes
fornecidas pelos proprietdrios, ndo sendo possivel estabelecer com precisio a
duracdo da cdlica, o que pode ter comprometido a interpretacdo dos resultados.
Pesquisas feitas com indu¢do experimental da doenca ao invés de casos com animais
naturalmente acometidos trariam informac¢des mais acuradas sobre o ensaio realizado.
No entanto, estudos com casuistica natural da doenca refletem as verdadeiras
dificuldades e variagdes impostas pela rotina clinica e cirtrgica.

A Hp ndo apresentou diferenca estatistica nos momentos avaliados. Em
equinos, ¢ uma das PFAs frequentemente mensurada, no entanto, apresenta uma
resposta moderada podendo aumentar sua concentragdo, durante a resposta de fase
aguda, em uma a dez vezes (CRISMAN et al., 2008). Diferindo dos nossos achados,
Fagliari et al. (2008) observaram no tragado eletroforético de animais com cdlica
submetidos a laparotomia (n=20) e que vieram a 6bito (n=10), que a proteina que se
elevou mais precocemente foi a haptoglobina, 22,5%, 24h apds a laparotomia. Os
autores concluiram que a haptoglobina e ceruloplasmina podem ser consideradas
indicadores de progndstico para sindrome cdlica em equinos submetidos a
laparotomia. Achados semelhantes também foram observados por Fagliari e Silva
(2002) associando a elevacdo da Hp ao trauma cirdrgico. No entanto, no nosso ensaio,
o numero de animais com indicacdo cirdrgica que vieram a 6bito € o momento do
obito devem ser levados em considera¢do uma vez que, houve coleta 24 horas apds o
procedimento em apenas trés animais dos seis com indicagdo cirurgica, além disso,
os ensaios citados sdo controlados, o momento inicial do processo inflamatorio foi
estabelecido com maior precisdao em relagdo ao nosso estudo.

Em contrapartida, Pihl et al. (2016) observaram que a Hp ndo contribuiu no
modelo de regressao logistica criado para diferenciar cavalos com célica inflamatéria
dos animais com indicacdo cirurgica, corroborando nossos achados onde ndo houve
diferenca nos grupos analisados (clinico e cirdrgico). Di Filippo et al.(2014)
relataram o aumento da concentracdo da Hp sérica em cavalos submetidos a
orquiectomia entre 96 e 120 horas apds o procedimento cirirgico, porém, no nosso

ensaio foram realizadas coletas até 72 horas. Em outro ensaio, a haptoglobina ndo foi
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util como diagndstico ou indicador progndstico para cavalos com sinais de dor
abdominal e o aumento da sua concentracdo também ndo foi associada ao
desenvolvimento de complicacdes (WESTERMAN et al., 2016).

Apesar da Hp ser utilizada para monitoramento e diagndstico de processos
inflamatérios em equinos, essa PFA apresenta resposta mais tardia e uma variacao
relevante em animais higidos (POLLOCK et al., 2005). O comportamento variado
dessa proteina pode justificar os nossos achados, uma vez que, com a imprecisdo no
tempo de evolugdo dos casos descritos, pode ndo ter havido tempo suficiente para
que fosse observado um aumento significativo da Hp.

Apesar da GPA também ndo ter apresentado diferenca estatistica nos
momentos avaliados, sua concentragdo manteve-se elevada nos G1 e G2 em relagdo
ao GC, demonstrando ser uma PFA interessante a ser analisada. Este resultado difere
dos achados de Di Filippo et al. (2011) em que a GPA elevou sua concentra¢do nos
animais com célica submetidos ao procedimento cirirgico; Di Filippo et al. (2010) e
Fagliari et al. (2008), onde estes autores observaram que a concentracao da GPA foi
mais elevada em equinos com célica submetidos ao tratamento ciriirgico e nos 6bitos,
quando comparados aos animais sobreviventes.

A apolipoproteina A1 (Apo Al) também ndo apresentou diferenca
significativa nas comparacdes realizadas, no entanto, essa proteina manteve sua
concentragdo baixa nos grupos doentes (G1 e G2), em comparacdo ao GC (Figura 7).
Trata-se de uma PFA negativa que compde a camada superficial da lipoproteina
plasmatica HDL. Nos animais doentes avaliados no nosso estudo, durante o processo
inflamatério agudo, a amiloide sérica A (ASA) apresentou aumento da sua
concentragdo, esse achado pode justificar o comportamento da Apo Al. A ASA se
liga a HDL para realizar parte da sua funcdo, fazendo com que ocorra o desligamento
da apolipoproteina Al, e esta é imediatamente removida da circulagdo, justificando a
diminui¢@o da sua concentracdo (COETZEE et al., 1986).

Na comparacdo feita entre os momentos avaliados (MO - M3) dentro de cada
grupo acometido pela célica (G1 e G2), ndo foi observada diferenca estatistica para
os valores da ASA. Apesar disso, no Gl a concentragcdo da ASA foi diminuindo
gradativamente com o menor valor no ultimo momento da coleta (M3 : 72h) (Figura

8). Ja no G2 € possivel observar que essa proteina oscila positivamente indicando a
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severidade do caso, uma vez que se trata de animais que podem ter vindo a ébito ou
realizado procedimento cirtrgico.

Foi observada diferenca estatistica entre os M3 dos referidos grupos, bem
como do GC e M3 do G2, reforcando a assertiva anterior. De acordo com Daniel et
al.(2016) a mensuracdo seriada da ASA (48, 72 e 96 horas) apds a cirurgia pode ser
util para determinar o risco de complicagdes e orientar no cuidado pds-operatério,
entretanto, em nosso estudo ndo foi possivel realizar coletas apdés 72h do
procedimento cirdrgico, uma vez que os animais que ndo vieram a Obito apds o
procedimento recebem alta hospitalar nesse momento. Também foi observada uma
resposta significativa da ASA no M1, M2 e M3, com valores mais elevados nos
animais do G2, na comparagdo feita entre o G1 e G2. Vandenplas et al., (2005)
observaram concentragdes mais elevadas da ASA em cavalos com célica e que nao
sobreviveram quando comparada aos animais sobreviventes, isso vai de acordo com
a diferenca encontrada em nosso estudo quando comparamos os grupos tratados
clinicamente e cirurgicamente, visto que ocorreram Obitos apenas no grupo tratado
cirurgicamente.

Por fim, Pihl et al.(2016) demonstraram a capacidade da ASA como marcador
diagndstico em cavalos com célica, permitindo diferenciar célicas com resolucio
clinica das cirdrgicas e sugerindo que a inclusio dessa PFA como marcador
diagndstico pode auxiliar na tomada de decisdo quanto ao tratamento a ser instituido,
melhorando o prognéstico dos pacientes.

O conhecimento a cerca dos mecanismos envolvidos no processo inflamatdrio
da sindrome cdlica, que leva a alteragdo na concentracdo das PFAs, sdo relevantes e
podem auxiliar na conduta do Médico Veterinario na instituicio do tratamento e

progndstico dos pacientes.



Figura 7. Comportamento da Apolipoproteina A1 nos momentos avaliados.

Figura 8. Comportamento da amildide sérica A nos momentos avaliados.
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3. Conclusao

O comportamento das PFAs encontradas nesse estudo foi varidvel. A
elevacdo da concentracdo de algumas proteinas (02-macroglobulina, ceruloplasmina
e ASA) nos animais doentes indica que houve uma resposta das PFAs induzida pelo
processo inflamatério agudo, apesar de algumas PFAs de importancia para os
equinos, como a haptoglobina, ndo apresentarem o comportamento esperado. No
entanto, deve-se considerar o fato de que por se tratar de um ensaio natural nio foi
possivel determinar com precisdo o tempo ocorrido entre o inicio do processo
inflamatério e a chegada do animal ao HOVET. Os animais chegaram ao HOVET
em diferentes momentos de evolucdo do quadro de abdomen agudo, desde um
processo inicial até um processo de melhora clinica ou mesmo antecedendo o 6bito.
Essa variagao clinica entre os pacientes nos momentos da coleta pode ter refletido no
comportamento das PFAs e consequentemente na interpretacao de alguns achados.

A ASA e a Cp foram favoraveis na avaliacdo da resposta de fase aguda em
cavalos naturalmente acometidos pela sindrome cdlica, sendo bons marcadores
inflamatérios quando comparados o GC e GD. A mensuracdo seriada dessas
proteinas foi ttil na diferenciacdo do tratamento clinico ou cirdrgico e progndstico de
cavalos com esta enfermidade. E necessdrio um maior tempo de coleta para melhor

avaliar a cinética dessas proteinas.
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6. CONCLUSOES GERAIS

A sindrome célica € uma das enfermidades que mais causa 6bito na espécie
equina. Apesar de ser facilmente diagnosticada, o diagndstico etioldégico e a
instituicdo do tratamento sdao uns dos maiores entraves para o clinico veterindrio. A
tomada de decisdo precisa e de maneira precoce estdo diretamente relacionadas a
resposta clinica dos pacientes mediante ao tratamento instituido. Sendo assim, o
comportamento das proteinas de fase aguda nesta enfermidade € de grande valia no
auxilio diagnéstico e progndstico destes animais.

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a determinacdo das
concentragdes da o2-macroglobulina, ceruloplasmina e ASA s3o marcadores
importantes na sindrome célica. A Cp demonstrou ser um bom marcador da célica
cirirgica e a ASA apresentou capacidade de determinar o progndstico desta

enfermidade.
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ANEXO I

FICHA PARA COLETA DE DADOS

Animal: S Raca: __ |dade Ficha: Amaostra: _
Tempo decolica: M edicac3o:
Alimentacao:

Dor abdominal:

Distensdo abdominal;

FC: FR: Coloracdo da mucosa: TPC:
Auscultacdo abdominal:
Refluxo:

Exame transretal:

Diagnostico:

Resolugdo:  Clinica| ) CirGirgica [ )  Obito [ )

g5

Coletas: MO ) ML) M2 ) M3I[ ) ME[ ) M5[) Coletasconduidasz | |




ANEXO II

ANALISES REALIZADAS
ID Mom Trat  PT g/dl o-2 Cp Trf Alb a-1 antitrip 1gG Hp GPA 1gG Apoli Al ASA
macro (157kD) (89kD) (66 kD) (60 kD) (54 kD) (45 kD) (42 kD) (30 kD) (27kD)  (11kD)
(182 kD) mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mp/ml
P2 MO Cli 6,8 m9g2/jd7L 80,3 420 2720 1537 3129 37,9 24,4 599.8 187,7 1,13
P2 Ml Cli 6 179,9 96,5 502 2480 215,5 648,5 90,7 59,9 848,5 189,2 2,21
P2 M2 Cli 6 211,5 85,7 419 2370 208 748,7 84,7 68,5 7175 106 2,99
P2 M3 Cli 6,4 179,2 100 660,9 2660 207,9 504,8 126,6 52,5 1353,7 208,2 1,69
P5 MO Cli 8.4 106,3 90,2 7522 1310 172,5 358,6 157 32 8254 252,6 2,92
P7 MO Cli 6,4 168,3 55,8 486,5 2884 200,8 213,1 75.4 <10 1018,7 184,7 3,24
P7 Ml Cli 6,2 211 87,5 5294 2930 3194 3944 125,3 51,1 1221,9 202,8 1,28
P8 MO Cli 6,4 200 99,6 658,8 2930 140,9 4484 88,6 45,5 1046,9 199,6 1,84
P8 Ml Cli 6,2 237,5 109,9 4174 2760 <10 651,7 128,5 <10 1027,6 360,9 1,66
P8 M2 Cli 6,4 203,3 116,8 229,5 2940 <10 654,8 157,1 <10 1182,3 286,3 2,23
P8 M3 Cli 6,5 1449 87,3 520 2790 207,6 440,6 190,3 57,8 1163,1 191,9 2,15
P9 MO Cli 6,4 192,4 72 429,2 1980 460,2 8549 96,7 29,8 1079,6 2739 1,43
P9 M1 Cli 6 198,6 90 638,3 2130 196,3 5715 152,8 58,5 1160,8 181,2 1,6
P11 MO Cli 6,3 351,6 171,9 636 3000 264,9 1638,3 206,2 78,8 1857,6 - 1,91
P11 Ml Cli 5,1 153,1 49,2 3337 2140 260,4 519 117,7 63,5 1358,9 316,4 3,02
P12 MO Cli 5,5 3894 153,9 609 2660 2289 1275,8 370,7 2538 2226,3 621 3,23
P12 Ml Cli 52 296,7 89,2 501 2520 586,7 1161,7 385 45,6 1670,4 374,7 2,04
P12 M2 Cli 52 296,4 148,4 287 2420 503,1 700,2 333 132,5 1113,5 314 2,61
P12 M3 Cli 5,1 326,5 140,8 627,6 2390 5928 965,8 288,9 1338 1241,5 363,6 1,8
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P14 Ml Cli 5.1 3155 183,8 590,5 2830 270,2 822,8 2384 87 2065,8 381,6

P15 Ml Cli 72 4464 120,3 1035,5 3140 350,5 1299,1 2354 94,3 1906,9 422
P3 Ml Cir 5 243 113,3 640,5 2130 201,6 490 1294 734 812,2 157

P3 M3 Cir 4,5 2429 108,1 5842 1810 214,6 665,4 168.,5 87 981.,5 179,4 3,97

P6 MO Cir 6,9 199,8 99 706,9 2870 193,5 4758 198,7 56,7 413,7 320,7 1,18
P10 MO Cir 59 200 89,4 633,2 2450 2814 752,8 103,5 81,7 1233,6 207,4 1,75

P10 M2 Cir 53 1744 83,8 443,6 2280 2055 740,2 95,7 79,1 960,6 176,1 2,01

P1 MO Cir 6 122,6 76,2 517,5 2570 <10 5232 66,4 29,8 936,3 253,7 1,2

P13 MO Cir 51,4 205,9 742,5 3270 580 8432 1184 65,6 1446,3 455,6 3,82

P13 M2 Cir 59 356,6 172,6 934,5 2790 668.,6 1137 3278 138,9 1561.4 409,5 3,12

P16 Ml Cir 5.2 312,7 94,5 3255 2640 499,6 1199,6 165,8 74,5 16143 510,8 3,02

P17 Ml Cir 5.8 344,6 1434 411,6 2720 389,5 1271 201,3 91,9 1588,3 398 2,96

PC2 GC 73 134,7 101,7 402,3 2530 3379 1180,9 2334 59,6 2744,5 628,2 1,67



PC4 GC 79 162 66,6 412,6 2500 675,8 11489 116,8 38,9 3108,5 364 0,87

PCo6 GC 7 75 102 362 2340 5223 314 260,2 65 2918,6 3539 1,18

PC8 GC 7,3 42,5 73,3 511,6 2300 510,9 263,5 92,3 65,8 23152 440,6 -
D Mom  Trat VG Leucécitos Neutrofilos Linfocitos Mondcitos Eosinofilos Bastonete Basoéfilo
(%) (/mm3) (/mm?3) (/mm3) (/mm3) (/mm3) (/mm3) (/mm3)

P2 Ml Cli - 4.700 1786 1974 376 0 0 0

P2 M3 Cli - 7.500 5100 1950 150 0 0 0

P7 MO Cli 34,8 14.900 11175 2384 1043 447 298 0

P8 MO Cli 35,5 11.200 7168 3360 560 112 0 0

P8 M2 Cli - - - - - - - -

P9 MO Cli 29 12.300 6273 5658 246 0 0 123

P11 MO Cli 35 7.800 4056 3432 312 0 0 0

P12 MO Cli 25 13.000 5980 4030 1300 0 1560 0

PI2 M2 Cli - - - - - - - -
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P14 MO Cli 31,1 19.200 8448 8256 1920 0 384 0

P15 MO Cli 29,9 7.800 4368 3042 390 0 0 0

P3 MO Cir 35 8.100 2592 2835 1620 0 1053 0

P3 M2 Cir - 6.100 2806 1891 854 0 549 0

P3 M4 Cir - 19.300 15440 3281 579 0 0 0

P6 Ml  Cir - - - - - - - -

P10 Ml Cir - 6.700 3216 2278 268 0 938 0

PI0 M3 Cir - - - - - - - -

P4 MO Cir 28 4.200 924 1848 252 0 1092 0

P13 Ml Cir - 6.000 2880 2700 240 0 180 0

P16 MO Cir 28 7.400 1850 4884 74 592 74 0

P17 MO Cir 31 6.300 3150 2142 567 0 378 63

PC1 GC 26,6 7.000 4480 1330 210 980 0 0

PC3 GC 25,5 10.700 4601 9202 107 0 0 0
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PCs GC 34,1 9.400 5076 2538 564 1222 0 0

PC7 GC 26,4 7.400 2294 4292 74 740 0 0

PCY GC 39 12.100 6292 4840 242 726 0 0
1 1)) Mom Trat Ureia (mg/dL)  Creatinina (mg/dL)  AST (U/L) GGT (U/L) CK (U/L)

P2 Ml Cli - - - - -

P2 M3 Cli - - - - -

P7 MO Cli 30,3 0,83 223 23 443
P8 MO Cli 39,6 1,2 225 24 228

P9 MO Cli 39,6 1,2 225 24 228

P11 MO Cli 63,65 1,35 195 27 328

P12 MO Cli 34,7 1,39 170 6 480

P12 M2 Cli - - - - -
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ANEXO III
IDENTIFICACAO DAS PROTEINAS

Proteina Numero de acesso B MS/MS Score Prob. Peso molecular (kDa) Sequéncia de peptideos Prob.
ase de dados . .
Proteina Peptideos
Alfa-2-macroglobulina F6R942 Equidae / 245 100% 163 VDLSFSPAQSLPGSPAH 100%
Uniprot LR
ASFSVLGDILGSAMR 99%
APVEHFHQPR 95%
Ceruloplasmina F6PQ46 Equidae / 101 100% 122 GAHPLSIEPIGVR 98%
Uniprot
DLYSGLIGPLIVCR 94%
Transferrina P27425 Equidae / 211 100% 80 AVSNFFAGSCVPCADR 100%
Uniprot
YYGYTGAFR 99%
Albumina sérica P02769 Metazoa / 589 100% 71 RHPYFYAPELLYYANK 100%
Uniprot
DAFLGSFLYEYSR 100%
LGEYGFQNALIVR 99%
Alpha-1-antitripsina B5BV00 Equidae / 119 92% 47 IAPNLADFAFSLYR 100%
Uniprot
IgG de cadeia pesada H9GZT5 Equidae / 72 92% 37 EPQVYVLAPHRDELSK 99%
Uniprot
Haptoglobina FoXWM5 Equidae / 213 100% 39 VVFHPDYQEVDIGLIK 100%
Uniprot
VMPICLPSKDY AQVGR 99%
VGYVSGWGR 95%
Apolipoproteina Al F6Z2L5 Equidae / 328 100% 30 KWQEEVEVYR 95%
Uniprot
VNLAPFSEELR 100%
Amiléide sérica A P19857 Equidae / 87 100% 12 LLSFLGEAAR 92%
Uniprot
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