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RESUMO. Proteinas de fase aguda (PFA) podem ser uma alternativa para o prognostico,
monitoramento e diagnostico de enfermidades. Estudos envolvendo PFA em equinos com
metodologias de facil acesso e baixo custo sdo importantes para a utilizagdo no contexto
hospitalar. Objetivou-se determinar a concentracao sérica das proteinas haptoglobina (Hp)
e ceruloplasmina (Cp) por técnica espectrofotométrica, comparar 0s géneros e avaliar a
associacao entre estas proteinas com o fibrinogénio (Fib), em animais da raca Brasileiro de
Hipismo. O estudo nédo probabilistico intencional delineou dois grupos: G1= 11 fémeas e
G2= 9 machos. Exames hematoldgicos do volume globular, leucécitos totais, proteinas
totais e fibrinogénio plasmaticos e exame clinico foram realizados para constatar a higidez
dos animais. Como resultado geral (G1 + G2) as médias de Hp e Cp foram 0,29 + 0,12 g/L
e 20,1 + 8,6 UI/L, respectivamente. Tanto fémeas quanto machos apresentaram
concentragdes similares para ambas as PFA. A concentracdo de Hp no G1 foi de 0,30 £
0,11 g/L eno G2 de 0,26 £ 0,13 g/L. Os valores das concentracdes de Cp no G1 foi de 19,8
+ 10,6 UI/L e no G2 de 20,48 £5,9 UI/L. A Hp apresentou correlacdo moderada
significativa com o Fib (P =0,046). O estudo da detec¢do das proteinas Hp e Cp néo
evidencia a influéncia do sexo, e mostra associagdo entre a Hp e Fib. Ainda ressalta a
importancia da utilizacdo de técnicas espectrofotométricas para a detec¢édo de PFA.

Palavras chave: Haptoglobina, Ceruloplasmina, Brasileiro de Hipismo,
Espectrofotometria

Determination of the serum concentration of acute phase proteins in
horses by spectrophotometric techniques

ABSTRACT. Acute phase proteins (APPs) may be an alternative for the prognosis,
monitoring and diagnosis of diseases. Studies involving APPs in horses with easy access
and low cost methodologies are important for use in the hospital context. The objective of
this study was to determine the serum concentration of the haptoglobin (Hp) and
ceruloplasmin (Cp) proteins by spectrophotometric technique, to compare the genera and
to evaluate the association between these proteins and fibrinogen (Fib) in Brazilian Sport
Horse. The intentional non-probabilistic study delineated two groups: G1 = 11 females and
G2 = 9 males. Hematological exams of the mean cell volume, total leukocytes, total
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proteins and fibrinogen and clinical examination were performed to verify the health of the
animals. As a general result (G1 + G2) the mean values of Hp and Cp were 0.29 £0.12 g/
L and 20.1 + 8.6 IU / L, respectively. Both females and males presented similar
concentrations for both APPs. The concentration of Hp in G1 was 0.30 £ 0.11 g/ L and in
G20.26 £0.13 g/ L. The values of the concentrations of Cp in G1 were 19.8+ 106 IU/L
and in G2 of 20.48 £ 5.9 IU / L. Hp showed a moderate significant correlation with Fib (P
= 0.046). The study of the detection of Hp and Cp proteins does not show the influence of
sex, and shows an association between Hp and Fib. It also highlights the importance of the
use of spectrophotometric techniques for the detection of APP.

Keywords: Haptoglobin, ceruloplasmin, Brazilian Sport horse, spectrophotometry

Determinacion de la concentracion sérica de las proteinas de fase

aguda en caballos por técnicas espectrofotométricas

RESUMEN. Las proteinas de fase aguda (PFA) pueden ser una alternativa para el
pronostico, monitoreo y diagnostico de enfermedades. Los estudios que involucran PFA en
equinos con metodologias de facil acceso y bajo costo, son importantes para la utilizacion
en el contexto hospitalario. Se determind la concentracién sérica de las proteinas
haptoglobina (Hp) y ceruloplasmina (Cp) por técnica espectrofotométrica, se compararon
los géneros y evaluaron las asociaciones entre estas proteinas con el fibrindgeno (Fib) en
animales de la raza Brasileiro de Hipismo. El estudio no probabilistico intencional deline
dos grupos (G1 =11 hembras y G2 = 9 machos). Los examenes hematoldgicos del volumen
globular, los leucocitos totales, la proteina total y el fibrindgeno plasmético y el examen
clinico se realizaron para constatar la salud de los animales. Como resultado general (G1 +
G2) los promedios de Hp y Cp fueron 0,29+ 0,129/ Ly 20,1 +8,6 Ul / L, respectivamente.
Tanto las hembras como los machos presentaron concentraciones similares para ambas
PFA. La concentracion de Hp en el G1 fue de 0,30 +0,11 g/ L yenel G2 de 0,26 + 0,13
g/ L. Los valores de las concentraciones de Cp en el G1 fueron de 19,8 + 10,6 Ul /L y en
el G2 de 20,48 £ 5,9 Ul / L. La Hp presentd una correlacion moderada significativa con el
Fib (P =0,046). El estudio de la deteccion de las proteinas Hp y Cp no evidencia la
influencia del sexo, y muestra asociacién entre la Hp y Fib. También destaca la importancia
de la utilizacion de técnicas espectrofotométricas para la deteccion de PFA.

Palabras clave: Haptoglobina, ceruloplasmina, Brasileiro de Hipismo, espectrofotometria

Introducéo 1982, Gutteridge, 1987, Eckersall and Conner,
As PFA podem ser classificadas como 1988). A Cp também é uma alfa-globulina e é
positivas e  negativas. A haptoglobina responsavel pelo transporte de 80 a 95% do cobre

ceruloplasmina,  alfal-glicoproteina  é&cida,
amiloide A sérica e a proteina C reativa sdo
exemplos de proteinas positivas, pois frente a
estimulos traumatico e cirdrgico ou em casos de
enfermidades, suas concentragfes na circulagéo
aumentam. A albumina e a transferrina s&o
consideradas PFA negativas, com diminui¢do da
concentracgdo sérica (Murata et al., 2004, Gonzélez
et al., 2007, Eckersall and Bell, 2010, Téthova et
al., 2011).

A Hp é uma alfa-globulina que se destaca por
sua capacidade de ligacdo com a hemoglobina
(Hb), formando o complexo haptoglobina-
hemoglobina; tem  agdo  bacteriostatica,
antioxidante e imunomodulador (Eaton et al.,

plasmatico (Cousins, 1985, Eckersall and Conner,
1988). Sua aplicacdo para o diagnostico € menos
comum que outras PFA, mas ha um grande
numero de estudos confirmando que sua atividade
ferroxidase é um indicador de infec¢do em vérias
espécies: bovinos (Conner et al., 1989, Sheldon et
al., 2001), equinos (Barton and Embury, 1987,
Auer et al., 1989, Fagliari et al., 1998) e cées
(Conner et al., 1988).

A aplicabilidade dessas proteinas foi
constatada em diferentes investigagbes em
equinos: em estudos cirdrgicos associados a
laparotomia, em célica equina (Di Filippo et al.,
2014), infeccBes bacterianas durante a involucao
uterina pos-parto (Regassa et al., 2002), laminites
(Martins Filho et al., 2008), rabdomiélise (El-deeb
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and El-Bahr, 2014) e alteragdes pds-exercicio
fisico (Cywinska et al., 2012).

O conhecimento laboratorial de técnicas para
deteccdo de alteracGes da concentracdo das PFA
para possivel uso na rotina hospitalar como
marcadores  bioldgicos pode auxiliar no
diagndstico clinico de alteracdes em equinos.

O objetivo foi determinar a concentracao sérica
das proteinas haptoglobina e ceruloplasmina por
técnica  espectrofotométrica, estabelecer a
comparagéo entre géneros e avaliar a associagéo
entre estas proteinas com o fibrinogénio em
equinos.

Material e métodos

Foi realizado um estudo ndo probabilistico
intencional com animais adultos, com idade
superior a 2 anos, divididos em dois grupos, G1 =
11 fémeas e G2 = 9 machos da raca Brasileira de
Hipismo. Os animais eram provenientes do
Esquadrdo da Policia Montada, Salvador, Bahia,
Brasil.

Os animais selecionados aleatoriamente
apresentavam-se higidos pelo exame fisico geral,
sem o0 uso no trabalho nos dias anteriores, e com
leucograma e eritrograma dentro da normalidade.
Todos os animais foram mantidos em baias, com
alimentacdo a base de feno, concentrado, sal
mineral, 4gua ad libitum e assisténcia veterinaria
diéria.

Obtiveram-se amostras de sangue por meio de
venopuncao da jugular externa, em tubos a vacuo;
um sem e outro com o anticoagulante &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA-K3). Os
tubos para hematologia foram transportados em
isopor  sob-refrigeracdo. Os  tubos sem
anticoagulante permaneceram a temperatura
ambiente (25° C). No laboratério, submeteu-se 0s
tubos sem anticoagulante a uma centrifugacéo a
1000 x G por 5 minutos para a extragdo do soro
sanguineo. Em seguida, as amostras foram
aliquotadas e conservadas a -20° C até 0 momento
das dosagens da Hp e Cp.

Para o leucograma, precedeu-se a contagem
total de leucécitos com a utilizacdo da camara de
Neubauer e microscopia Optica. Os esfregacos
sanguineos corados pelo Pandtico Répido
(Laborclin, S0 Paulo, Brasil) permitiu a
realizagdo da contagem diferencial dos leucdcitos.
As determinagcbes de proteinas totais e
fibrinogénios plasméticos ocorreram com o uso de
refratdmetro clinico (Souza et al., 2006).

Realizaram-se as determinacges laboratoriais e
dosagem de PFA no Laboratorio de Diagndstico
das Parasitoses dos Animais (LDPA) do Hospital
de Medicina Veterinaria da Universidade Federal
da Bahia.

Na anélise da haptoglobina, descrita Jones and
Mould (1984), adaptada por Bastos et al. (2013)
usou a capacidade de ligagdo da Hp com a
hemoglobina. A producdo de hemolisado, um dos
reagentes da reacdo, foi realizada com a adi¢édo de
2 mL de solugdo salina a 0,9% em 10 mL de
sangue de equino sadio, conservado em EDTA-K2,
e submetido a centrifugacdo (1000 x G / 5
minutos) por trés vezes, para remover o plasma,
plaquetas, leucécitos e concentrar os globulos
vermelhos. Apo6s a concentracdo dos eritrdcitos,
estes foram lisados com agua destilada (600 uL) e
a solucdo submetida ao congelamento. Apés 24
horas, a solugdo com os eritrocitos lisados e com a
adicdo de cloroférmio na proporgdo de 1:3,
ocorreu a separacdo da hemoglobina dos detritos
celulares, por meio de uma nova centrifugagdo a
1000 x G, durante 5 minutos. A hemoglobina
concentrada, quando adicionada a solucdo de
ferricianeto de potassio (2%), e com um calculo de
ajuste, permitiu a obtencdo da solucdo de
metahemoglobina a 0,3 g/L, molécula necesséria
para ligacdo com a Hp e posterior formacéo de
complexos. A dilui¢do seriada com padréo de Hp
(soro humano medido pelo kit comercial Beckman
Coulter, Brea, CA, USA) permitiu a obtencao da
concentracdo de Hp linear entre 0 a 0,56 g / L.
Todas as amostras seriadas do padrdo e do teste
possuem um controle e também um teste. Para 0s
pocos teste adicionou-se 50 pL de solucdo de
metahemoglobina e nos pocos referente ao
controle de cada amostra, 50 pL de solucéo
fisioldgica (0,9%). A formacdo dos complexos
ocorreu apods a adigdo de 150 pL do substrato de
guaiacol e 50 pL de perdxido de hidrogénio (0,02
mol/L), em todos 0s pocos teste e controle de cada
amostra. Ap6s 10 minutos, realizou-se uma leitura
espectrofotométrica com comprimento de onda de
492 nandmetros.

A ceruloplasmina (Cp) foi mensurada por meio
de sua atividade oxidasica com o0 uso de técnica
espectrofotométrica (Schosinsky et al, 1974). Em
dois tubos (A = teste e B = controle), adicionou-se
50pL de soro sanguineo em 750 pL de solucéo de
acetato (pH = 5). Em seguida, os tubos foram
colocados em banho-maria a temperatura de 30°
C, e cronometrado 5min, adicionou-se 200 pL de
3,3'-Dimethoxybenzidine (ortho-Dianisidine)
como substrato em cada tubo. O blogueio da
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reacdo dos tubos A e B ocorreu apés 15 e 5
minutos, respectivamente, pela adi¢do de 2 mL de
acido sulfurico. Realizou-se a leitura em
espectrofotdmetro com comprimento de onda de
540 nanémetros. Com a subtracdo e correcdo de
fator das absorbancias obtidas nos tubos A e B,
obteve-se o valor da concentragdo de Cp em Ul /
L.

O programa estatistico para analise de
resultados, Statistical Package for the Social
Sciences, versdo 18 (SPSS, 2005) Inc., Chicago,
IL, USA) foi utilizado para a realizagdo de uma
estatistica descritiva, avaliacdo da normalidade
dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk, comparagéo
de géneros pelo teste T-Student (P < 0,05), e
correlagdo dos pardmetros Hp, Cp e Fib por meio
da correlacdo de Pearson (P < 0,05).

Os procedimentos experimentais estavam
aptos pela aprovacdo da comisséo de ética de uso
de animais da Escola de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade Federal da Bahia
(UFBA), campos de Ondina, sob protocolo n°.
41/2015.

Resultados e Discussdo

O resultado dos valores do leucograma,
volume globular (VG), proteina total (PT) e
fibrinogénio plasmético (Fib) estavam dentro do
intervalo de referéncia (Weiss and Wardrop,
2010) para a espécie estudada (Tabela 1).

Tabela 1. Média e desvio padrdo do leucograma, volume
globular, proteina total e fibrinogénio plasmatico de equinos
da raca Brasileiro de Hipismo, BH (n = 20)

BH Valores de Referéncia*
Le x (10%pL) 7,913 54143
Mo x (10%/pL) 0,2+0,2 0-1,0
Li x (10%/pL) 2,7+0,7 15-77
Ne x (103/pL) 4,7+0,8 2,2-85
Eos x (103/uL) 0,2+0,2 0-1,0
VG (%) 32,6434 32-53
PT (g/dL) 6,7+0,4 58-8,7
Fib (mg/dL) 250+114 100 — 400

*Valores de Referéncia segundo Weiss & Wardrop (2010);
Le = Leucdcitos totais; Mo = Mondcitos; Li = Linfécitos; Ne
= Neutrofilos segmentados; Eos = Eosindfilos; VG = Volume
globular; PT= Proteina total sérica; Fib = Fibrinogénio.

Estudos a respeito da técnica
espectrofotométrica para deteccdo de Hp,
conforme descrito por Jones and Mould (1984)
realizados em equinos sdo escassos (Hulten et al.,

al., 2016), assim como para a técnica de deteccdo
de Cp descrita por Schosinsky et al. (1974).

Os animais (n = 20) apresentaram uma média
de Hp de 0,29 + 0,12 g¢/L, sendo as fémeas (G1)
com valores de 0,30 + 0,11 g/L e os machos (G2)
com 0,26 + 0,13 g/L. Para a Cp (n=20) a
concentracdo média foi de 20,1 + 8,6 UI/L; G1
com 19,8 + 10,6 UI/L e G2 com 20,48 5,9 UI/L.
Pelo teste T-student os grupos Gl e G2 ndo
apresentaram diferencas para ambas as proteinas

(Figura 1).
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Figura 1. Meédias da ceruloplasmina (Cp), UI/L e

haptoglobina (Hp), g/L de equinos da raca Brasileiro de
Hipismo; G1 - fémeas, n = 11 e G2 - machos, n = 9.

Em cavalos higidos da raca Standardbred,
adultos, Hulten et al. (2002) encontraram um valor
de 1,0 + 0,3 g/L para a Hp; enquanto El-deeb and
El-Bahr (2014) obtiveram concentragdo de 0,8
0,20 g/L em cavalos adultos, da raca Arabe,
diferente da raga BH do presente estudo (0,29 +
0,12 g/L). Por outro lado, estes valores da raca BH
estavam proximos aos obtidos por Basile et al.
(2013) que realizaram estudo com cavalos adultos
e sadios de equitacéo (0,48 + 0,17 g/L), por meio
da eletroforese de proteinas.

A Hp apresentou uma correlagdo positiva
moderada com o fibrinogénio (R? = 0,451, P =
0,046), mas com a Cp ndo houve correlagdo
significativa. O fibrinogénio é a proteina mais
utilizada nas rotinas hospitalares de equinos, e a
correlagdo observada com a Hp mostra a
importancia desta Gltima proteina, ja que ambas
apresentaram associagédo (Figura 2).

O uso destas proteinas de fase aguda na
pesquisa clinica, associado a outras PFA como
amildide A sérica, tem sido amplamente estudado
em uma diversidade de doencas e alteracdes
fisiologicas em equinos. O comportamento das
PFA frente a esforgos fisicos foi alvo de estudos
em equinos (Cywinska et al., 2011, Cywinska et
al., 2013) e, ja se sabe que estas proteinas sofrem

2002, Alsaad and Abdul-Hameed, 2012, Sikora et

alteragcdes de acordo a intensidade e dura¢do do
exercicio. Em outro estudo, a Amiloide A sérica
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aumentou significativamente quando cavalos
arabes e ndo arabes de diferentes sexos foram
submetidos a corridas de longas distancias
(Cywinska et al., 2012).

500-
| R2=0,451; P=0,046 |
4004 o o o0
3 3004 0000
o
£
o 200 o 0 oo o
L
100- o®mm
0 1 1 1
0.0 0.2 0.4 0.6
Hp (g/L)

Figura 2. Associacdo entre o fibrinogénio (Fib) e
haptoglobina (Hp), em equinos fémeas e machos da raga
Brasileiro de Hipismo (n = 20).

Apos a inducdo de artrite com anfotericina B,
injetada na articulacdo carpica de 24 cavalos da
ragca Standardbred, observou-se claudicagdo em
todos os animais apds seis horas e, em 24 horas
todos os cavalos apresentaram elevacdo na
concentragdo sérica da Hp, retornando aos valores
basais quinze dias apds o inicio do experimento.
Os autores alegaram utilizacdo desta proteina
como marcador biolégico para 0 monitoramento
de enfermidades articulares (Hulten et al., 2002).

Em equinos de diferentes racas apds
orquiectomia, Di Filippo et al. (2014) avaliaram a
Hp e Cp no soro sanguineo e fluido peritoneal.
Verificaram aumento da Hp com 24h no fluido
peritoneal que permaneceu até 144h; enquanto que
no soro, somente depois de 96 e 120h é que
ocorreu elevacdo significativa. J& a Cp tanto, no
fluido peritoneal como no soro sanguineo nao
apresentou alteragdes. Nogueira et al. (2013)
ressaltaram que o uso das PFA no fluido peritoneal
¢ mais eficiente do que o sérico, 0 que pode
auxiliar no diagnostico de processos inflamatorios
abdominais.

Quanto a influéncia do sexo sobre os valores de
Hp e Cp pouco se conhece. Alguns estudos
mostram elevacGes na concentracdo de Hp em
fémeas com alteracGes no trato reprodutivo, como
em casos de morte embrionéria precoce, além de
mudangas na concentracdo antes e apos a
ovulacdo, com uma média estatisticamente mais
alta para as fémeas quando comparada com 0s
machos (Krakowski et al., 2011). Em um estudo

realizado em jumentas, Aziz et al. (2012) néo
observaram alteracdo da Hp relacionada com o
status reprodutivo.

Em comparacdo com outros parametros
laboratoriais, as PFA sdo mais Uteis que as
citocinas na detec¢do de alteracGes na circulagéo,
pois ocorre uma oscilagho grande nas
concentragdes sérica das citocinas, além do custo
elevado de dosagem por meio de Kits comerciais
(Gruys et al., 2006).

Diferentes idades, ragas e técnicas podem
influenciar nos resultados observados ha
literatura. Esclarecer a influéncia destas variaveis
sobre a concentracdo das PFA nesta espécie pode
contribuir para a utilizacdo destas proteinas em
pesquisas e hospitais veterinarios.

Concluséao

Foi possivel estabelecer a concentragdo de Hp
e Cp por metodologia espectrofotométrica. O
género ndo influenciou na concentragdo sérica de
ambas as proteinas. A Hp apresentou associacdo
com o fibrinogénio. Este estudo reforca a
necessidade de pesquisas com as proteinas em
destaque, com uso da metodologia empregada,
com foco no prognoéstico, monitoramento e
diagnostico de enfermidades em equinos.
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