No periodo de prenhez ocorre maior consumo de
oxigénio e consequentes alteragdes no consumo de
energia € maior exposicao ao estresse oxidativo,
podendo causar reabsorcdao embrionaria e
abortamentos. O objetivo dessa pesquisa foi avaliar
as  principais alteracdes hematoldgicas e
bioquimicas, do metabolismo oxidativo em éguas da
raca Crioula no periodo da gestacao. Foram colhidas
amostras de sangue de 44 éguas dispostas em
quatro diferentes grupos gestacionais. O MDA
indicou a presenga de estimulo ao estresse
oxidativo, bem como o aumento discreto de GSH
indicou uma resposta a producdo de antioxidantes
no periodo da gestacdo. Durante a gestacao ocorreu
maior fragilidade eritrocitaria e reducdao no nimero
de células circulantes, sendo o terco inicial da
gestacdo o que requer maiores cuidados.

Orientadora: Prof2. Dr2. Mere Erika Saito

Lages, 2017
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RESUMO

CANCELIER, C. D. L. Hematologia, Bioquimica e Metabolismo Oxidativo em Eguas
Gestantes da Raca Crioula. 2017.60f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal - Area de
concentracdo: Sanidade e Patologia Animal) - Universidade do Estado de Santa Catarina.
Programa de Pds Graduagdo em Ciéncia Animal, Lages, 2017.

Os exames laboratoriais na medicina veterinaria tém especial importancia no que diz respeito
a instituicdo de um diagndstico eficiente. Na prética da clinica equina a patologia clinica
veterinaria facilita a interpretacdo de disturbios que possam prejudicar o feto e a fémea
gestante. No periodo de prenhez ocorre maior consumo de oxigénio e consequentes
alteracdes no consumo de energia e maior exposicao ao estresse oxidativo, podendo causar
reabsorcao embrionaria e abortamentos. O objetivo dessa pesquisa foi avaliar as principais
alteracdes hematoldgicas, bioquimicas e do metabolismo oxidativo em éguas da raca Crioula
no periodo da gestacdo. Foram colhidas amostras de sangue de 44 éguas dispostas em quatro
diferentes grupos gestacionais, sendo onze éguas em cada um dos grupos (GO = éguas vazias,
G3 = 3 meses de gestacdo, G6 = 6 meses de gestacdo e G10 = 10 meses de gestagdo). A
comprovacdo da gestacdo desses animais foi por meio de exames ultrassonograficos e
palpagdo. As éguas foram avaliadas por meio de exame fisico, hemograma e avaliagdo
bioquimica. As éguas eram da mesma propriedade, submetidas ao mesmo manejo nutricional
e sanitario. Foram avaliados 0 hemograma, a bioguimica clinica, no qual foram dosados
ureia, creatinina, proteina serica total (PST), albumina, globulinas, fosfatase alcalina (FA),
gama glutamiltransferase  (GGT), alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), creatinaquinase (CK), calcio, fésforo, magnésio, bilirrubina total,
direta e indireta, lactato, colesterol, triglicérides, glicose, e a dosagem de ferro. Além da
capacidade de ligacdo do ferro (CTLF) e calculado o indice de saturacdo de transferrina
(IST). Para avaliagdo do metabolismo oxidativo foram utilizados dois parametros, as
concentracdes de malondialdeido plasméatico (MDA) e glutationa reduzida eritrocitéaria
(GSH). Para avaliacdo da fragilidade osmética eritrocitaria foram utilizadas concentracGes
de 0,85% a 0,00% de cloreto de sodio (NaCl) e foi calculado a hemolise em 50% das
amostras. No hemograma foi observada diferenca significativa (P=0,001) em eritrocitos,
hemoglobina, volume globular (VG), concentracdo de hemoglobina globular média
(CHGM), plaguetas e mondcitos. A concentracdo de proteina plasmatica total (PST) e
fibrinogénio, ndo apresentaram diferencas significativas (P>0,05). Na bioquimica clinica
observou-se diferenca significativa (P=0,001) na concentracao de glicose, magnésio, ferro e
IST. Nas concentracbes dos marcadores de estresse oxidativo se observou diferenca
estatistica na dosagem de MDA (P=0,001). Ja a avaliagdo da FOE n&o apresentou diferencas
estatisticas. O MDA indicou a presenca de estimulo ao estresse oxidativo, bem como o
aumento discreto de GSH indicou uma resposta a producdo de antioxidantes no periodo da
gestacdo. Ocorreu maior fragilidade eritrocitaria e reducdo no nimero de células circulantes,
sendo que o terco incial da gestacdo requer maiores cuidados.

PALAVRAS CHAVE: Hematologia. Metabolismo Oxidativo. Fragilidade osmotica

eritrocitaria. Gestacdo. Equino.






ABSTRACT
CANCELIER, C. D. L. Hematology, Biochemistry and Oxidative Metabolism in
Pregnant Mares of the Crioula Race. 2017. 60f. Dissertation (Master in Animal Science -
Area of concentration: Animal Health and Pathology) - State University of Santa Catarina.
Graduate Program in Animal Science, Lages, 2017.

Laboratory tests in veterinary medicine are of particular importance with regard to the
establishment of an efficient diagnosis. In the practice of the equine clinic a veterinary
clinical pathology facilitates an interpretation of disturbances that damages the fetus and a
pregnant female. In the pregnancy period, there is greater oxygen consumption and
consequent changes in energy consumption and greater exposure to oxidative stress, which
may cause embryonic reabsorption and abortions. The objective of this research was to
evaluate the main hematological and biochemical alterations of the oxidative metabolism in
Crioula mares in the gestation period. Blood samples were collected from 44 mares arranged
in four different gestational groups, with eleven mares in each group (GO = empty mares,
G3 = 3 months gestation, G6 = 6 months gestation and G10 = 10 months gestation). The
gestation of these animals was confirmed by means of sonographic examinations and
palpation. The mares were evaluated by physical examination, blood count and biochemical
evaluation. The samples were collected in mares from the same property, submitted to the
same nutritional and sanitary management. The hemogram and clinical biochemistry were
evaluated, in which was dosed urea, creatinine, total serum protein (PST), albumin,
globulins, alkaline phosphatase (AF), gamma glutamyltransferase (GGT), alanine
aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), Creatine kinase (CK), calcium,
phosphorus, magnesium, total, diretct and indirect bilirubin, lactate, cholesterol,
triglycerides, glucose, and iron dosage. In addition, the iron binding capacity (CTLF) was
measured and the transferrin saturation index (SIT) was calculated. For the evaluation of
oxidative metabolism, two parameters were used: concentrations of plasma
malondialdehyde (MDA) and erythrocyte reduced glutathione (GSH). For of erythrocyte
osmotic fragility evaluation, were used concentrations of 0.85% to 0.00% of sodium chloride
(NaCl) and hemolysis was calculated in 50% of the samples. The hemogram showed a
significant difference (P = 0.001) in erythrocytes, hemoglobin, globular volume (GV), mean
globular hemoglobin concentration (MGHC), platelets and monocytes. The concentration of
total plasma protein (PST) and fibrinogen did not show significant differences (P> 0.05). In
the clinical biochemistry, a significant difference (P = 0.001) was observed in the
concentration of glucose, magnesium, iron and SIT. In the concentrations of oxidative stress
markers, a statistical difference was observed in the MDA dosage (P = 0.001). The EOS
evaluation did not present statistical differences. The MDA indicated the presence of
oxidative stress stimulus, as well as the discrete increase of GSH indicated a response to the
production of antioxidants during the gestation period. During pregnancy, erythrocyte
fragility and reduction in the number of circulating cells occurred, and the initial third of
gestation requires a greater care.

KEYWORDS: Hematology. Oxidative Metabolism. Osmotic fragility. Gestation. Equine.
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1 INTRODUCAO

A raca de cavalos Crioula se originou a partir do cruzamentos dos cavalos que vieram
para o Brasil no periodo da colonizagdo, empregada tanto no trabalho rural como em
competicdes (AFFONSO & CORREA, 1992). Sofreram selecdo natural, sdo rusticos e bem
resistentes, sendo considerada pelos produtores como uma das racas de maior fertilidade
(MOLLER, 2007). A criagdo de equinos da raca Crioula vem crescendo em todo o Brasil,
principalmente nos ultimos anos, porém, ainda sdo escassos 0s estudos relacionados a
marcadores de estresse oxidativo e a fragilidade osmotica eritrocitaria no periodo de gestacao.

O estresse oxidativo pode ocasionar problemas irreparaveis durante a gestacdo. No
periodo de gestacdo ocorrem alteracdes fisioldgicas e metabdlicas, resultando em maior
consumo de oxigénio, consequente alteragdes no consumo de energia e maior exposicao ao
estresse oxidativo, podendo causar reabsor¢do e abortamentos (MARIELLA et al., 2014).

As mudancas hematoldgicas e bioquimicas que ocorrem durante o periodo gestacional,
como a fragilidade osmética eritrocitaria, devem ser levadas em consideragdo e interpretadas
cuidadosamente. Os médicos veterinarios responsaveis pelo tratamento de éguas gestantes
devem estar cientes das mudancas fisiologicas que ocorrem nesse periodo para evitar
interpretacdes equivocadas dos resultados laboratoriais, que podem levar a diagndsticos
errbneos, e, portanto, a tratamentos incorretos. Devido a facilidade na obtencdo de amostras, o
hemograma e os perfis bioquimicos séricos estabelecem dados basicos e de grande importancia
sobre cada paciente (RADIN, 2003).

Tanto em rebanhos quanto em individuos a interpretacdo do hemograma e do perfil
bioquimico € complexa devido a fatores como raca, idade, estresse, dieta, manejo, clima e
estado fisioldgico, como lactacio, gestacdo e estado reprodutivo (GONZALEZ & SCHEFFER,
2002). Cada analito tem um intervalo de referéncia diferente e as mudancas hematoldgicas e
bioquimicas que acontecem ao longo da gravidez devem ser estudadas para facilitar a
interpretacdo dos resultados (MARIELLA et al., 2014). Pouco se sabe sobre a protecéo
antioxidante e a capacidade de adaptacdo ao estresse oxidativo em éguas gestantes. Diante
disso, este estudo teve como finalidade a avaliagdo hematoldgica e bioquimica, de marcadores
de estresse oxidativo e fragilidade osmotica eritrocitaria em éguas da raca Crioula no periodo

da gestacéo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 RACA CRIOULA E GESTACAO

A raca de cavalos Crioula é uma raca de origem brasileira, que foi desenvolvida no
século XVI a partir do cruzamento de animais trazidos durante o periodo de colonizag&o.
(MOLLER, 2007). No inicio da colonizagio esses animais viviam livres e enfrentaram
temperaturas extremas de frio e condicdes adversas de alimentacdo. Essas adversidades
promoveram as caracteristicas de rusticidade e resisténcia nestes animais (ABCCC, 2016),
sendo empregada tanto no trabalho rural como em competicbes (AFFONSO & CORREA,
1992) e além disso, é considerada, pelos criadores, uma das racas de maior fertilidade
(MOLLER, 2007). Em meados do século XIX essa raca passou a ser preservada, ganhando
notoriedade mundial a partir do século XX, quando a selecdo técnica exaltou o seu valor e
comprovou suas virtudes (ABCCC, 2016).

Em 1932 foi fundada a Associacdo Brasileira de Criadores de Cavalos Crioulos
(ABCCC), com a missdo de preservar e difundir o cavalo crioulo no pais. Para isso foi criada a
Prova de Freio de Ouro, uma ferramenta de selecdo da raca que movimenta anualmente cerca
de R$1,28 bilhGes. Essa prova, tem como objetivo a avaliagdo morfolégica e funcional de
equinos da Raca Crioula, sendo promovida, organizada e regulamentada pela ABCCC.
Atualmente sdo mais de 300 mil animais distribuidos em todo o territério nacional (ABCCC,
2016).

Devido as suas caracteristicas evolutivas a raca Crioula se adapta facilmente as
adversidades de manejo, reproduzindo animais com bons indices reprodutivos, justificando sua
popularidade bem como o valor que movimenta anualmente no mercado. Outro aspecto que
deve ser observado na raga Crioula sdo as particularidades reprodutivas, principalmente as
gestacionais, proporcionando um maior conhecimento da espécie, e, por consequéncia, um
melhor manejo, reduzindo indices de mortalidade e otimizando o desempenho do animal.

Segundo Hafez e Hafez (2004) a atividade reprodutiva dos equinos pode ser classificada
como sazonal, sendo que nas éguas a estacdo reprodutiva se estende do inicio da primavera até
o final do verdo. A ovulacdo € maxima no verdo e no inverno é minima ou ausente Para ocorrer
concepcao e o desenvolvimento normal da gestacédo, € imprescindivel que o animal esteja em
boas condi¢fes corporais, com uma alimentacédo equilibrada, garantindo com isto o sucesso da
criagdo (UNANIAN et al., 1999).

O periodo de gestacdo nas eguas € de 335 dias, podendo variar entre racas e também
entre individuos da mesma raca (HAFEZ & HAFEZ, 2004). Winter (2007) acompanhou a
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gestacdo de 70 éguas da raca Crioula e constatou a média de 335,6 dias (+10,5) de gestacdo.
Com base na estrutura microscépica, a placenta nas éguas € classificada como sendo do tipo
epiteliocorial difusa e em relacdo a perda do tecido placentario, € tida como sendo do tipo
adeciduado (ROA et al., 2012). A égua, entre todos os animais domésticos de grande porte,
consegue ser a mais rapida em sua involugdo uterina e no retorno a ciclicidade ovariana. Toda
essa adaptacdo permite o rapido estabelecimento de uma nova prenhez no periodo p6s-parto,
permitindo um parto por ano (BLANCHARD & VARNER, 1993). Os parametros avaliados
por Winter (2007) na égua Crioula se assemelham com as demais racas em relacdo a duracao
da gestacdo, ocorréncia de cio do potro, intervalo parto-ovulacao e didametro médio do foliculo
dominante pré-ovulatorio.

Durante o periodo de gestacdo ocorrem mudancas fisioldgicas que geram uma demanda
corporal maior para manutencdo da fémea gestante e do concepto, aumentando as exigéncias
nutricionais e ocasionando alteracbes de suas variaveis fisiologicas, hematoldgicas e
bioquimicas. O conhecimento dessas modificacbes pode ser de grande utilidade no
acompanhamento e manejo dessas fémeas (GRAVENA et al., 2010).

Uma pesquisa realizada por Lane et al. (2016) relacionada a fertilidade das éguas
mostrou que a idade é um dos fatores de maior risco, podendo causar abortamentos e
reabsorcdes. Um cuidado especial deve ser dado a éguas mais velhas, principalmente no que se
diz respeito a formacdo do tampdo mucoso, ja que 0 mesmo serve como uma barreira estrutural
e fisioldgica, prevenindo a infeccdo placentaria, que causa abortamentos e reabsorgdes, e
prevenindo também o nascimento de potros prematuros (LOUX et al., 2016).

Sendo assim, o periodo gestacional e a propria gestacdo da espécie equina requer
bastante cuidado e atencdo do proprietario e do médico veterinario, pois o intervalo entre uma
gestacdo e outra é longo, com nascimento geralmente de um unico individuo, além de suas
particularidades fisioldgicas e o alto valor zootécnico que alguns animais possuem (HAFEZ &
HAFEZ, 2004).

2.2 ESTRESSE OXIDATIVO

Uma ferramenta complementar para avaliagdo do estado metabolico em animais é a
deteccdo de danos causados pelas espécies reativas de oxigénio (ERQO) e as defesas do
organismo contra os mesmos (CASTILLO, et al., 2005). Segundo Casanueva e Viteri (2003),
ocorrem varias mudangas no organismo durante o periodo de gestacdo, resultando em um

aumento na demanda de oxigénio.
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O termo ERO abrange todas as formas reativas do oxigénio, incluindo os radicais livres
e radicais ndo-livres e todos os componentes celulares sdo susceptiveis a acdo das ERO
(CERQUEIRA et al., 2007). Segundo Sordillo e Aitken (2009), o aumento consideravel na
demanda de oxigénio durante os periodos de maior demanda metabolica, como no caso da
gestacdo, resulta em uma maior producdo de ERO. A membrana celular € comprometida pela
producdo de ERO em decorréncia da lipoperoxidagdo que compromete sua integridade. Porém
ha evidencias de que um certo nivel de ERO é imprescindivel para muitas funces fisiologicas,
como a transcricdo de genes ap0s oxidacdo transitoria, além de baixas concentracdes de
oxidantes estimularem a proliferagéo celular (CERQUEIRA et al., 2007).

Para evitar os danos causados pelas ERO o organismo desenvolveu varios mecanismos
de defesa, chamados de antioxidantes, que neutralizam as acdes das ERO e dos radicais livres.
Os antioxidantes estdo sempre em atividade no organismo, necessitando estar presentes em
quantidade suficiente para neutralizar os efeitos das ERO normalmente produzidos
(GORECKA et al., 2002).

Os antioxidantes tém funcdo de transformar os oxidantes em formas menos reativas, e
até mesmo inativa-los. As enzimas antioxidantes mais importantes sdo a superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e a glutationa-peroxidase (GPx) (KIRSCHVINK, et al., 2008). Além
disso, vitaminas como a vitamina E, betacaroteno, &cido ascdrbico e vitamina A, e alguns
minerais como zinco, magnésio e selénio, sdo essenciais para a acdo das enzimas antioxidantes
(MILLER et al., 1993). A defesa antioxidante ocorre por meio da inibi¢cdo da peroxidacéao
lipidica e oxidacdo de proteinas ou por neutralizacdo dos seus efeitos toxicos (EVANS &
HALLIWELL, 2001). O mecanismo de acéo dos antioxidantes é bem variado, desde a remoc¢éo
de oxigénio do meio, varredura das ERO, sequestro dos metais catalizadores da formacéo de
radicais livres, aumento da geracéo de antioxidantes endégenos ou mesmo a interacdo de mais
de um desses mecanismos (GORECKA et al., 2002).

O dano oxidativo pode comprometer as funcdes dos eritrocitos. A membrana
eritrocitaria contem lipidios insaturados que sdo altamente susceptiveis a lesdes oxidativas.
Além disso, sdo células incapazes de sintetizar novos lipidios e proteinas para substituir as
moléculas que foram oxidados. Sendo assim, a manutencdo dos mecanismos antioxidantes é
importante para evitar e reparar as lesdes oxidativas (HOKAMA et al., 1997). Lee et al. (2004)
afirmaram que a deficiéncia de antioxidantes e a sua reserva no corpo durante o periodo de
prenhez pode ser uma causa de reabsor¢do embrionaria ou abortamento. Por isso, a importancia

de mecanismos antioxidantes potentes durante a gestacao.
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Diferentes vias bioquimicas sdo ativadas durante o periodo gestacional e podem levar
ao estresse oxidativo, que € quando ocorre um desequilibrio entre a producdo de ERO e a
capacidade de defesa dos mecanismos antioxidantes (KRIEGER & LOCH-CARUSO, 2001).
O excesso de oxidantes e a grande producdo de ERO podem causar danos em proteinas e
lipideos do &cido desoxirribonucleico (DNA), e ainda atingir propor¢ées maiores danificando
as estruturas celulares do organismo, com consequente apoptose celular (CERQUEIRA et al.,
2007). Dias et al. (2009) citaram a obstrucdo das vias aéreas, hemorragia pulmonar induzida
por exercicio, laminite, doenca do neurénio motor, artrites, miopatias e problemas reprodutivos
como enfermidades de cavalos atletas relacionadas ao estresse oxidativo.

O estresse oxidativo € um dos grandes causadores de problemas metabdlicos e
fisiolégicos e na gestacdo pode ocasionar problemas irreparaveis (GORECKA et al., 2002). E
considerado um dos maiores causadores de disfuncdo oocitaria, além de ser um dos principais
associados tanto a perda da qualidade e fertilidade de odcitos e embrides durante sua
manipulacdo e armazenamento, quanto a diminui¢do do tempo de vida do espermatozoide na
fémea (PASA, 2011). Em humanos, estudos sdo desenvolvidos para compreender o papel do
estresse oxidativo em problemas de fertilidade, ovulacdo, abortamentos, pré-eclampsia,
embriopatias fetais, partos prematuros, diabetes gestacional e outras complicacfes da gravidez
(AGARWAL et al., 2005).

Pouco se sabe sobre a protecdo antioxidante e a capacidade de adaptacdo ao estresse
oxidativo em éguas gestantes. Veiga et al. (2006) realizaram uma pesquisa sobre a raca crioula
em relacdo aos valores hematoldgicos, proteina plasmatica total, fibrinogénio e suas variacdes
em relacdo ao sexo, idade e manejo, porém o estudo ndo se aprofundou em relacdo aos
marcadores de estresse oxidativo. A gestacdo € um periodo com alta demanda de energia para
manutencéo das fungdes corporais, aumentando a utilizacdo de oxigénio e, com isso, se espera
um aumento do metabolismo oxidativo (GORECKA et al., 2002).

Muitos biomarcadores estdo sendo utilizados para avaliar o estrese oxidativo, dentre
eles estd o malondialdeido (MDA) e a glutationa reduzida (GSH). Segundo Ferreira e
Matsubara (1997), uma das consequéncias das acdes das ERO é a formacgdo de produtos
citotoxicos capazes de destruir as células, dentre estes produtos esta 0 MDA. E por ser um dos
produtos mais estaveis da peroxidagdo lipidica o0 MDA é utilizado para avaliar o estresse
oxidativo (ESTERBAUER et al., 1991).

A GSH ¢é considerada um antioxidante multifuncional, presente no plasma e
principalmente nos eritrocitos (SUN et al., 2010). Atua como transportadora e reservatorio de

cisteina, participa da detoxificacdo de agentes quimicos e eliminacdo de produtos da
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lipoperoxidagdo, sendo também requisitada na sintese de DNA, proteinas e algumas
prostaglandinas (FERREIRA & MATSUBARA, 1997). Segundo Ferreira e Matsubara (1997),
a concentracdo de GSH intracelular indica a capacidade das células em manter a homeostase,
neutralizando os agentes oxidantes.

A suplementacéo vitaminica pode ser considerada uma fonte de antioxidantes enddgena
auxiliando na diminuicéo do metabolismo oxidativo, sendo a vitamina E e o selénio, juntamente
com a GPx, antioxidantes capazes de impedir o dano oxidativo das células. A vitamina E reduz
os efeitos da peroxidacdo lipidica sobre as células, capturando as ERO e diminuindo os
peroxidos lipidicos (CERQUEIRA et al., 2007), juntamente com o selénio mantém a
integridade da membrana e por meio da inibicdo e destrui¢do desses perdxidos endogenos reduz
0 dano causado pelo estresse oxidativo (DIMRI et al., 2010).

Yonezawa et al. (2015) realizaram um estudo com equinos da raca Puro Sangue Arabe
e da raca Crioula, submetidos a exercicio de alta intensidade e ndo encontraram diferencgas
significativas em relacéo as concentracGes plasmaticas de MDA, porém, a suplementacéo foi
benéfica para amenizar a producdo de ERO, no qual foi observado que em todos os momentos
houve diminuicao nos valores de MDA ap0s a suplementacdo, havendo diferenca significativa

somente no momento de 24 horas ap6s o término do teste.

2.3 FRAGILIDADE OSMOTICA ERITROCITARIA (FOE)

O teste de FOE mensura a estabilidade dos eritrécitos em solucdo de cloreto de sddio
em concentracBes variaveis, que permite avaliar a resisténcia eritrocitaria minima (quando se
inicia a hemolise), a resisténcia méaxima (hemolise total) e a fragilidade corpuscular média, que
corresponde a concentracdo de NaCl em que se observa 50% de hemdlise (ESTEVES et al.;
2007).

Os eritrocitos podem resistir a hipotonia aumentando o volume em até 70% antes de
atingir o limite de distenséo e ocorrer a lise. Os esferocitos apresentam capacidade menor de
absorver agua até o limite de resisténcia do que eritrdcitos normais, o que 0s torna suscetiveis
a lise osmotica, ou seja, 0 aumento da FOE é uma caracteristica da forma esferoide. Ja a
diminuig&o indica presenca de eritrocitos anormalmente achatados no qual ha uma tolerancia
maior na absorc¢do de agua, e, portanto, maior resisténcia a lise osmotica (MONTEIRO, 2011).

A utilizagdo do teste de fragilidade osmética eritrocitaria (FOE) em hematologia clinica
permite observar variagoes dos resultados em enfermidades como em alguns casos de anemia,

alteracdes metabolicas ou carenciais, na avaliacdo da acéo de alguns farmacos sobre o sistema
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hematopoiético (SANT’ANA et al.,, 2001) e danos causados pelo estresse oxidativo em
gestantes (SUHAIL et al., 2010; KADAH et al., 2014).

A gestacdo é acompanhada de varias alteracBGes, principalmente nos valores
hematoldgicos e a resisténcia dos eritrocitos € de extrema importancia para manter a troca de
oxigénio entre a mae e o feto. Um efeito hematol6gico comum, mas néo apreciado da gestacdo
é o aumento da fragilidade osmotica eritrocitaria (ARORA et al., 2003). Além disso, as
mudancgas fisiologicas causadas na gravidez relacionadas a FOE podem causar um diagnéstico
errdneo de esferocitose hereditaria em mulheres, principalmente durante o Gtimo trimestre da
gravidez.

Kadah et al. (2014) observaram que apesar de ocorrer FOE durante a gestacéo de vacas,
durante a lactacdo os eritrocitos ficaram ainda mais frageis, podendo ser maior com o avanco
da idade. Além disso observaram peroxidacao lipidica somente durante a lactacdo. Magid et al.
(1982) observaram que além da hemodiluic&o, o aumento da FOE é outro efeito hematoldgico
comum em mulheres gravidas. Suhai et al. (2010) observaram que em mulheres gravidas ocorre
maior fragilidade dos eritrocitos quando comparado com mulheres ndo gravidas. Ja o
metabolismo oxidativo é menor em mulheres ndo gravidas ou que recebiam suplementacédo
vitaminica, quando comparado com mulheres gravidas e/ou sem suplementacdo. Sendo assim,
destaca-se a importancia de relacionar a resisténcia dos eritrécitos com o metabolismo oxidativo

durante a gestacao, ja que os eritrocitos fazem as trocas gasosas entre fémea gestante e concepto.



31

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
- Avaliar os marcadores de estresse oxidativo, fragilidade osmatica eritrocitaria, valores

hematol6gicos e bioquimicos em éguas da raca Crioula no periodo da gestacéo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Contribuir com estabelecimento de valores hematoldgicos e bioquimicos de éguas
Crioulas no periodo da gestacéo.

- Verificar o metabolismo oxidativo em éguas Crioulas no periodo da gestacao.

- Verificar a influéncia do estresse oxidativo na fragilidade osmotica eritrocitaria em

éguas Crioulas no periodo da gestacao.
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4 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animal do Centro
de Ciéncias Agroveterinarias da Universidade do Estado de Santa Catarina — CEUA —
CAV/UDESC, sob o protocolo de numero 3419151215.

4.1 LOCAL

As colheitas de amostras foram realizadas na fazenda Morro Chato, de propriedade
particular, no municipio de Painel/SC. Ja o processamento das amostras ocorreu no Laboratorio
de Patologia Clinica Veterinaria, do Hospital de Clinicas Veterinarias (HCV), do Centro de
Ciéncias Agroveterinarias (CAV), da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC), em
Lages/SC.

4.2 ANIMAIS

Foram colhidas amostras de sangue de 44 éguas com idade média de 10,0 (£5,0) anos e
peso médio de 442,56 (+56,18) kg, dispostas em quatro diferentes momentos gestacionais,
formando quatro grupos com 11 éguas em cada na seguinte configuracéo:

— GO: antes da inseminacdo (éguas vazias);
— G3: trés meses de gestacao;

— G6: seis meses de gestacdo;

— G10: dez meses de gestacao.

As éguas foram avaliadas por meio de exame fisico (temperatura retal, frequéncia
cardiaca, frequéncia respiratoria, coloragdo de mucosas), hemograma e avaliacdo bioguimica.
Apods a avaliacdo dos exames ficou constatado que todas as éguas estavam clinicamente
saudaveis. As mesmas eram submetidas ao mesmo manejo nutricional e sanitario e as mesmas
variagdes climéticas.

A comprovacdo da gestacdo foi realizada por meio de palpacdo e exames
ultrassonograficos. Esses exames eram realizados sempre antes das colheitas, para confirmar
que as éguas estavam nos momentos de gestacdo exigidos no experimento, além disso, durante

o0 periodo vazio as éguas estavam em lactacéo.
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4.3 AMOSTRAS

Todas as colheitas de amostras foram realizadas no periodo da manhad. Durante as
colheitas os animais eram contidos por funcionarios da propriedade, que tinham um contato
diario com os animais e, portanto, familiarizados com os mesmos, diminuindo assim o estresse
da colheita. As amostras de sangue foram obtidas por venopungdo jugular, com agulhas
descartaveis 21G em tubos com sistema a vacuo, sendo 4 mL em tubos contendo EDTA , 4 mL
em tubos sem anticoagulante com ativador de coagulo para obtengédo de soro e mais 4 mL de
sangue em tubos com fluoreto de sddio para posterior dosagem de glicose e lactato.

Os tubos sem anticoagulantes e com fluoreto de sddio foram submetidos a centrifugacéo
a 2000g por 10 minutos. O soro e o plasma com fluoreto de sddio foram acondicionados em
microtubos de polipropileno, sendo armazenados em trés aliquotas e mantidos a -20°C até a
realizacdo das dosagens. Para a dosagem das bilirrubinas um microtubo contendo soro foi

protegido da luz para evitar a degradagdo da mesma.

4.4 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

4.4.1 Hemograma

Imediatamente ap6s a colheita das amostras, foram confeccionadas as extensdes
sanguineas e coradas com corante hematoldgico rapido (LB, Laborclin). A determinacdo do
volume globular foi realizada pela técnica do microhematdcrito (JAIN, 1993). A contagem
total de eritrocitos, leucécitos e a dosagem de hemoglobina foram realizadas em contador
automatico (SDH-3 Vet, Labtest Diagnoéstica, Lagoa Santa, Brasil). O volume globular médio
(VGM) e a concentracdo de hemoglobina globular média (CHGM) foram calculados. O
diferencial de leucdécitos e a estimativa de plaquetas foram realizados nas extenses sanguineas

em microscopia optica de luz (1000x).

4.4.2 Proteina plasmatica total e fibrinogénio

A determinacdo da concentracdo da proteina plasmatica total (PPT) foi realizada por
refratometria (Digit, Biosystems,Curitiba, Brasil) e o fibrinogénio pela técnica de precipitacao
pelo calor (SCHALM, et al., 1970).
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4.4.3 Biogquimica Clinica

As dosagens bioquimicas foram realizadas por meio de kits comerciais especificos para
cada analise em analisador automatico (Labmax Plenno, Labtest Diagnostica, Lagoa Santa,
Brasil). Os testes bioquimicos realizados foram: ureia (Enzimativo UV), creatinina (1010.
Colorimétrico - Picrato alcalino - Jaffé), alanina aminotransferase (ALT) (Cinética UV-IFCC),
aspartato aminotransferase (AST) (Cinético - UV-IFCC), fosfatase alcalina (FA)
(Colorimetrico - Browers e Mc Comb modificado), proteina sérica total (PST) (Colorimétrico
- Biureto), albumina (Colorimétrico - Verde de Bromocresol), globulinas (subtracdo do valor
de albumina ao da PST), glicose (COD-Trinder), colesterol (Colorimétrico - Enzimético de
Trinder), gama glutamiltransferase (GGT) (Szasz modificado), creatinaquinase (CK) (UV-
IFCC), triglicérides (Colorimétrico - Reacdo de Trinder), bilirrubina total (Colorimétrico -
Labtest DCA), bilirrubina direta (Colorimétrico - Labtest DCA), bilirrubina indireta (subtracéo
do valor de bilirrubina indireta ao da bilirrubina total), célcio (Colorimétrico - CPC -
cresolftaleina), fosforo (UV - Daly e Ertingshausen modificado), magnésio (Colorimétrico -
Labtest-Magon sulfonado) e a dosagem de ferro (Colorimétrico - Goodwin modificado).

Além disso, foi dosada a capacidade de ligacdo do ferro (Colorimétrico - Goodwin
modificado), que atendendo a recomendacdo do fabricante (Labtest Diagndstica), foi dosada
em analisador semi-automatico (Mindray, modelo BA88-A), e foi calculado o indice de
saturacdo de transferrina (Ferro/CTLF.100).

4.4.4 Determinagdo de marcadores de estresse oxidativo

As concentracdes de malondialdeido sérico (MDA) e glutationa reduzida eritrocitaria
(GSH) foram determinadas por meio de ensaio colorimétrico com auxilio do kit comercial Lipid
Peroxidation Assay Kit e Glutathione Assay Kit (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA),
respectivamente. A leitura foi realizada em leitor de Elisa (Biotek EILx-800, Vermont, EUA),
com auxilio do programa computacional Gen 5 1.10. Apds os testes os valores foram obtidos

por meio de curvas padrao.

4.4.5 Fragilidade osmotica eritrocitaria

Para o teste de fragilidade osmdtica eritrocitaria 25 uL de sangue total com EDTA foram
acrescentados a 5,0 mL de solucéo de cloreto de sddio (NaCl) tamponada, com pH 7,4, nas
seguintes concentracdes: 0,85%, 0,80%, 0,75%, 0,70%, 0,65%, 0,60%, 0,55%, 0,50%, 0,45%,
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0,40%, 0,35%, 0,30%, 0,25%, 0,20%, 0,10% e 0,00%. Apo6s 30 minutos de incubagdo a
temperatura ambiente e centrifugacdo a 350g por 10 minutos, o sobrenadante foi lido por
espectrofotometria a 546nm contra dgua deionizada, de acordo com a técnica proposta por
Parpart et al. (1947). O resultado deste teste expressa a concentracdo de NaCl correspondente
a 50% de hemdlise (H50), calculado a partir da curva dos percentuais de hemolise nas
concentragdes, ajustada por um modelo linear generalizado para as propor¢des com funcdo de
ligacdo Probit (McCULLOCH & SEARLE, 2001).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram tabulados e analisados com auxilio do programa computacional
Sigma Plot Versdo 12.0 e comparados entre 0os grupos de animais. O teste de normalidade
utilizado para avaliar os dados obtidos em cada grupo foi o Shapiro-Wilk. Os dados obtidos
foram submetidos a anélise estatistica pelo método de anélise de variancia (ANOVA) e
posteriormente ao teste de Tukey. A diferencas foram consideradas estatisticamente

significativas quando P<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 HEMOGRAMA

O periodo de gestacao promoveu alterac6es no eritrograma ( tabela 1) em todos os seus
paramentros (P<0,001), exceto para 0 VGM. Segundo Souza et al. (2002), a gestagdo normal
estd associada a ajustes fisioldgicos e anatdmicos que acarretam acentuadas mudancas no

organismo materno, incluindo a composi¢do do sangue.

Tabela 1 — Valores médios + desvios padrdo de eritrograma de éguas da raca Crioula vazias
(G0), aos trés meses (G3), seis meses (G6) e dez meses (G10) de gestacao.

Eritrograma Grupos Valor de
J GO G3 G6 G10 Referéncia*

EIrocitos g 19 40,73 7,56 + 1,012 887+095° 9174072  65-125
(x10%uL)

Her?;%'ﬁ;)'”a 11,72 +1,23° 10,42 + 1,020 13,15 +130° 13,26 + 0,89° 11-19
VG (%) 34,18 + 3,06° 31,55 + 2,88° 37,91 +4,04" 3891+ 284" 32 - 52
VGM2 (fL) 41,93 +4,14 42,08 + 3,66 42,84 + 3,33 42,64 + 4,15 3458

CHGM® (%)  34,28+168% 3302+ 1,04 3474 +153 34,12 +1,10% 31-37
?)i”i‘g?/‘:ff)s 206,18 + 47,49° 16545 +34,13° 260,00 + 89,30° 222,64 + 85,75 100 — 350

Volume Globular. 2 Volume Globular Médio. 2 Concentragio de Hemoglobina Globular Média.
3¢ | etras iguais representam médias iguais, letras diferentes indicam diferenca estatistica, P<0,001.
*Jain (1993).

Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

Na avaliacdo do eritrograma foi observada diminuicdo nos valores de eritrocitos,
hemoglobina e volume globular em G3 seguido de aumento em G6 e G10. A diminui¢do no
terceiro més de gestacdo esta relacionada a expansdo do volume plasmatico em resposta ao
aumento da concentracdo plasmatica da renina e consequente reducdo discreta dos niveis de
peptideo natriurético atrial. 1sso sugere que na gestacdo, o aumento do volume plasmaético €
resultado de uma vasodilatacao sistémica e aumento da capacidade vascular.

A massa eritrocitaria também aumenta consideravelmente, embora em propor¢des
menores (em torno 30%) e um pouco mais tarde que o volume plasmatico, ocasionando, entdo,
uma hemodiluicdo que é uma adaptagdo do organismo as necessidades do transporte de
oxigénio para o feto, uma vez que a diminui¢do do volume globular reduziria a viscosidade
sanguinea e consequentemente a resisténcia vascular periférica (HALLBERG, 1992;

CUNNINGHAM, 1993). Ja os aumentos dos valores de eritrdcitos, do volume globular e da
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concentracdo de hemoglobina nos Ultimos periodos da gestacdo podem estar relacionados ao
maior crescimento fetal neste periodo (Souza et al., 2002). Pois, com isso ocorre um aumento
da taxa metabolica e maior demanda de oxigénio, estimulando a liberacao de eritropoetina pelo
tecido renal, com consequente aumento no nuamero de eritrocitos circulantes.
Concomitantemente ao aumento do metabolismo ocorre maior demanda de oxigénio, que
estimula uma resposta adaptativa na qual ocorre aumento da concentracdo de hemoglobina,
aumentando dessa forma, a quantidade de oxigénio transportado (GRAVENA et al., 2010).

Foram encontrados resultados semelhantes em um estudo realizado por Gravena et al.
(2010), em que o numero de eritrocitos e concentracdo de hemoglobina foram maiores apenas
na fase final da gestacdo de jumentas (entre 211 dias a 340 dias), porém se mantiveram dentro
dos valores de referéncia para espécie. Diferentemente de Azab e Abdel-Maksoud et al. (1999),
que realizaram um estudo com cabras gestantes, e ocorreu uma diminuicdo nos eritrocitos nas
trés ultimas semanas de gestacdo e durante o periodo pds-parto, atribuiram essa alteracéo a
hemodiluicdo e ao aumento do volume plasmatico. Assim como, Iriadam (2007), justificou a
hemodiluicdo, em cabras gestantes, como resultado da diminuicdo de eritrocitos a partir da 42,
118 182 semana de gestacdo, no dia do parto e no periodo pds-parto, quando comparado com
cabras vazias. Além disso a concentracdo de hemoglobina aumentou significativamente durante
a 182 semana de gestacdo, demostrando que as alteracfes da gestacdo diferem entre as espécies.

Durante a gestacdo normal ocorrem alteragdes no endotélio vascular, fluxo sanguineo,
fatores de coagulacdo, anticoagulante e fibrindlise (SOUZA et al., 2002). Nesse estudo as
plaquetas apresentaram menor valor no primeiro terco da gestacdo (G3), diferindo
estatisticamente do terco médio (G6). Contudo, os valores de plaquetas se mantiveram dentro
dos valores de referéncia para a espécie. Segundo Cunningham et al. (1993) e Rezende (1998),
em humanos a diminuicdo ocorre devido ao consumo excessivo de plaquetas pois, hd um certo
grau de coagulacdo Utero placentaria, traduzindo assim uma resposta fisiologica.

Bazzano et al. (2014) avaliaram a concentracdo plaquetaria em éguas durante a prenhez
e constataram aumento significativo de plaquetas proximo ao parto, porem, sem diferencas
estatisticas para os demais parametros avaliados durante o periodo de gestacdo. Aoki e Ishii
(2012) realizaram um estudo com perfil hematol6gico e bioquimico antes e apds o parto de

éguas de tracdo e ndo observaram alteracGes significativas em relacdo a hematologia.
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Os resultados encontrados na avaliagcdo do leucograma estéo representados na tabela 2.

Tabela 2 - Valores médios * desvios padrdo do leucograma de éguas da raca Crioula vazias
(G0), aos trés meses (G3), seis meses (G6) e dez meses (G10) de gestacao.

Grupos Valor de
Leucograma .
GO G3 G6 G10 Referéncia*
» . 10042,73 + 8752,73 + 1076636 + 1075455 +
Leucdcitos totais (/uL) 2258 38 1348.38 210176 1958.87 5500 — 12500
5049,12 + 449943 + 503444 + 577941 +
Segmentados (/L) 1542,25 895,62 1494,09 142375 ~ 27006700
o 3835,45+ 3698,01 + 489520+  4176,98 +
Linfocitos (/L) 1189,15 969,75 1847,98 79198  1°00— 5500
e 570,80 + 268,19 + 424,85+ 410,35 +
Eosindfilos (L) 435,28 259,52 199,30 201,98 0950
- 138,56 + 148,25 + 111,35 + 188,65 +
Basofilos (uL) 136,17 143,25 11575 254,72 0-170
» 448,80 + 137,95 + 300,45 + 199,15 +
Monocitos (/L) 339,267 114,510 237,207 136,37 0800

a | etras iguais representam médias iguais, letras diferentes indicam diferenca estatistica, P<0,05.
*Jain (1993).
Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

Né&o foi observada diferenca estatistica, exceto na contagem de mondcitos, que foram
menores em G3 quando comparados com o0s demais momentos da gestacdo. Sendo uma
alteracdo sem significado clinico, pois se mantiveram dentro dos valores de referéncia
(STOCKHAM, 2011).

O ndmero de baséfilos ndo apresentou diferenca estatistica, porém, em G10, seus
valores foram um pouco acima dos valores de referéncia. Esse aumento pouco expressivo pode
ser resultante do aumento da parede uterina, que é rica em mastocitos, ocasionando a liberacdo
de histamina e mobilizando basofilos na circulacdo (WELLE, et al.,1997). Concordando com
Veiga et al. (2006) que verificaram que em éguas gestantes da raca Crioula, a contagem
leucocitéria pode se apresentar aumentada devido a elevagdo na contagem de basofilos e
neutrofilos. No presente estudo, embora ndo significativo, os maiores valores de neutréfilos
foram em G10.

Iriadam (2007) relatou que o nimero de eosinofilos diminuiu a partir da 112 e 182
semana de gestacdo e o niUmero de mondcitos menor nas semanas 4, 11, 18 e 21 da gestagéo de
cabras. Em um estudo realizado por Harvey et al. (1994) com éguas gestantes da raca Puro

Sangue Inglés e Quarto de Milha; e Mariella et al. (2014), com éguas também gestantes da raca
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American Standard, durante o parto e no pos-parto, observaram que a contagem de leucdcitos
durante a gestagdo se manteve dentro dos intervalos de referéncia. Resultados semelhantes

foram observados por Bonelli et al. (2016) em mulas.

5.2 PROTEINA PLASMATICA TOTAL E FIBRINOGENIO
Os valores de proteina plasmatica total (PPT) e fibrinogénio ndo apresentaram diferenca
estatistica (Tabela 3).

Tabela 3 - Valores Médios + desvios padrao de proteina plasmatica total e fibrinogénio de éguas
da raca Crioula vazias (GO0), trés meses (G3), seis meses (G6) e dez meses (G10) de

gestacéo.
Grupos Valor de
GO G3 G6 G10 Referéncia*
PPT!(g/dL) 7,50 + 0,48 7,72 +0,75 7,58 + 0,52 7,83 + 0,56 53-83
Fibrinogénio

436,36 + 174,77 390,91 +53,94 354,55+ 129,33 472,73 + 134,84 100 - 400
(mg/dL)

IPPT=proteina plasmatica total.

*Kaneko et al. (2008).

Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

Em relacdo ao fibrinogénio, em GO e G10 os valores foram um pouco maiores que 0s
valores de referéncia. Campelo (2008) realizou uma pesquisa com éguas gestantes da raca
Brasileiro de Hipismo e Bretdo e os valores encontrados mostraram uma tendéncia a
concentracdes maiores de fibrinogénio no final da gestacdo para raca Bretdo.

O aumento do fibrinogénio encontrado nesse no terco final da gestacdo, mesmo sem
diferenca estatistica, pode estar relacionando com o consumo local na circulagdo
uteroplacentaria (GENTRY et al., 1999). Segundo Cray et al. (2009) o fibrinogénio também é
uma proteina de fase aguda da inflamacdo e pode apresentar concentragdes aumentadas pois
durante a gestagdo, principalmente no parto, o animal passa por um grande esfor¢o fisico.e o
organismo acaba desenvolvendo um estado de hipercoagulabilidade fisiologica em resposta ao

estresse agudo.
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5.3 BIOQUIMICA CLINICA
Na avaliacdo bioquimica os valores de glicose e magnésio foram estatisticamente
diferentes (P<0,001).

Tabela 4 - Valores Médios * desvio padréo de bioquimica clinica sanguinea de éguas da raca
Crioula vazias (G0), trés meses (G3), seis meses (G6) e dez meses (G10) de

gestacdo.
) Grupos Valores de
Analitos énci
GO G3 G6 G10 Referéncia*
Ureia (mg/dL) 45,64 + 6,90 4564+690  48,73+1120  4500+716  21,40-5140
Creatinina 1,26+ 0,25 1,23 +0,10 1,42+0,28 1,42 +0,39 1,20 - 1,90
(mg/dL)
PST! (g/dL) 8,06 + 0,65 8,21 +0,72 8,14 +0,54 8,17 + 0,69 5,20 - 7,90
Albumina 233 +0,22 2,33 +0,19 2,38 +041 2,47 +0,19 2,60 3,90
(g/dL)
Gl?gb/(l;:l?as 5,73+ 0,73 5,88 + 0,88 5,76 + 0,73 5,70 +0,74 2,60 4,00
FAZ(UI/L) 320,73 +11435 260,64 +5374 24591 +4898 278,73 + 66,59 143 -395
GGT3(U/L) 22,82+19,08 1536 +524 12,64 + 4,13 14,73 +7,13 4,30 - 13,40
ALT* (U/L) 7,18 +3,31 6,73 +1,27 10,09 + 6,64 7,09 +2,02 3-23
ASTS(U/L) 233 +117,60 249+29,59 232,09 +48,85 232,36 + 56,83 226 — 366
CKO(U/L) 440,64 +221,92 457,55+199,04 317,36 + 124,61 488,54 +257,31 2,40 - 23,40
Calcio 11,29 + 3,05 11,45 + 0,50 11,91 + 1,49 11,04 + 2,99 11,20 - 13,60
(mg/dL)
Fosforo 3,85 + 0,86 3,49 + 0,36 3,37 +0,74 3,42+048 3,10-5,60
(mg/dL)
MaQHESIO 2,03 i 0,4961 2,88 i 0,47b 2’14 i 076561 2’39 i 0737b 2720 — 2,80
(mg/dL)
Bilirrubina
Direta 0,19 + 0,14 0,22 +0,11 0,24 +0,15 0,23 +0,14 0,00 - 0,40
(mg/dL)
Bilirrubina
Indireta 0,44 + 0,32 0,45 +0,17 0,51 +0,320 0,51+0,38 0,20 -2,00
(mg/dL)
Bilirrubina 0,62 + 0,45 0,67 +0,23 0,75 + 0,46 0,75+ 0,50 1,00 - 2,00
Total (mg/dL)
Colesterol g 644665 783641244  8645+1248  8591+1230 75 - 150
(mg/dL)
Lactato 10,64 + 3,35 836+317  11,64+1292  2082+2200 10,00 - 16,00
(mg/dL)
Trighcerides 9 00+ 18,89 20454881 200041325  4400+2643 4,00 44,00
(mg/dL)
Glicose g5 0041756+  7073+842° 84554653  82,73+657 75-115
(mg/dL)

!Proteina Sérica Total. ?Fosfatase Alcalina. 3Gama Glutamiltransferase. “Alanina Aminotransferase. SAspartato

Animotransferase. éCreatininaquinase.
| etras iguais representam médias iguais, letras diferentes indicam diferenca estatistica, P<0,001.

*Kaneko et al. (2008).
Fonte: Elaborada pela autora, 2016.
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A concentracdo de ureia e creatinina nos grupos avaliados neste estudo ndo apresentou
diferenga significativa, fato também constatado no estudo de Unanian et al. (1999) e Penteado
et al. (1999) com éguas Puro Sangue Arabe durante todo o periodo de gestacdo. Outros
resultados foram encontrados em outros estudos, como no de Andreazzi et al. (2015) em éguas
mesticas, cuja concentracdo de ureia ndo apresentou diferenca entre éguas vazias e gestantes,
enquanto a creatinina apresentou um aumento significativo no grupo das éguas gestantes
mesticas. Um estudo realizado por Campelo (2008) demostrou um aumento na concentracéo de
ureia no inicio da gestacdo, seguido de diminuicdo no terco medio e subsequente elevacdo no
terco final de gestacdo. Além disso, houve uma diminuigdo de creatinina no terco intermediério
de gestacdo nas éguas Brasileiro de Hipismo quando comparadas as éguas Bretdo. Os autores
justificam que esses valores evidenciam problemas de ordem nutricional.

N&o houve diferenca estatistica entre as proteinas totais, albumina e globulinas
comparadas nos diferentes grupos gestacionais. Em um estudo realizado por Andreazzi et al.
(2015) a concentracdo de proteina sérica total teve um aumento significativo no grupo de éguas
gestantes e a albumina ndo apresentou diferenca estatistica. No estudo de Campelo (2008) a
concentracdo de proteina total apresentou diferenca entre a raca Brasileiro de Hipismo e Bretdo
nos tercos médio e final da gestacdo. As éguas Bretdo apresentaram valores maiores para esta
variavel do que as éguas Brasileiro de Hipismo, enquanto os valores de albumina difeririam
entre as éguas gestantes e nao gestantes em todos 0s momentos, e os de globulinas diferiram
somente durante a gestacao, sendo que no ter¢co médio e final, os valores foram maiores nas
éguas Bretdo que nas Brasileiro de Hipismo.

No presente estudo a concentracdo de albumina foi menor que os valores de referéncia,
ja as concentracdes de proteinas totais foram maiores. O mesmo foi observado por Unanian et
al. (1999) em éguas Puro Sangue Arabe. Segundo Robertson et al. (1972), durante a gestac&o
ocorre a diminuigdo da pressdo osmatica coloidal refletindo em uma diminuigdo acentuada da
concentracdo de albumina e para manter a viscosidade do sangue, e permitir melhor troca entre
a gestante e o feto, o organismo aumenta a concentracéo de globulinas.

As éguas Crioulas deste estudo ndo apresentaram diferenca significativa entre os grupos
em relacgdo & atividade de FA, coincidindo com os achados de Meuten et al. (1980) em éguas
Quarto de Milha. Contudo, no estudo de Campelo (2008) houve diferenca no terco médio da
gestacdo sendo que os valores foram menores em éguas Bretdo. A atividade de GGT
permaneceu sem diferenga estatistica durante os grupos de gesta¢do aqui avaliados, assim como
no estudo de Franciscato et al. (2006), que compararam os valores de GGT em éguas gestantes

e ndo gestantes, e ndo observaram diferenca significativa para essa enzima.
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Né&o foi encontrada diferenca para os valores de AST e ALT naraca Crioula, assim como
Campelo (2008) ndo a encontrou para a raga Brasleiro de Hipismo e Bretdo. Porém, Penteado
et al. (1999) observaram uma diminuicdo ao longo da gestacdo. A diminuicdo ao longo da
gestacdo ocorre devido ao maior crescimento fetal, em que as enzimas ficam voltadas para a
constituicdo dos tecidos fetais. No estudo de Bonelli et al. (2016) a atividade de AST em
jumentas aumentou préximo ao parto e na lactacdo, pois exerce fungdo importante na
composicao do leite. Ndo houve diferenca entre os valores de CK entre os diferentes grupos
gestacionais do presente estudo. Porém, os valores se mantiveram acima da referéncia,
sugerindo a necessidade de mais estudos sobre o intervalo de referéncia para essa espécie, visto
que as éguas Crioulas em questdo ndo apresentaram nenhuma sintomatologia clinica para o
aumento de CK encontrado.

Os valores de célcio ndo apresentaram diferenca estatistica, diferentemente do estudo
de Campelo (2008), em que os valores em égua vazias da raca Brasileiro de Hipismo se
mantiveram iguais aos das éguas prenhas no terco inicial da gestacdo, ja para a raca Bretdo, os
valores obtidos para éguas vazias diferiram dos valores obtidos durante a prenhez, sendo que
0s maiores valores foram observados na fase inicial.

No presente estudo ndo houve diferenca estatistica quanto a concentragdo de fosforo,
semelhante aos dados de Penteado et al. (1999). J& Campelo (2008) encontrou diferenca
significativa em relagdo as concentracdes de fosforo durante a gestacdo, sendo que suas
concentragdes diminuiram no terco final, porém de forma mais significativa na raca Bretdo. Na
raca Brasileiro de Hipismo a diminuicdo foi mais acentuada no terco médio da gestacdo.
Unanian et al. (1999) ndo observaram diferenca estatistica nas concentragdes de célcio e
fésforo. Em Jumentas os valores de célcio se mantiveram constantes durante a gestacdo, parto
e lactacdo, mas os valores de fosforo foram maiores no final da gestacéo e parto (BONELLI et
al., 2016).

Bem como os resultados do presente estudo, quanto a concentracéo de calcio, fosforo e
magnésio sugerem que essas éguas tinham um bom manejo nutricional. Apesar dos valores de
magnésio apresentarem diferenca estatistica entre GO e os demais grupos, se mantiveram dentro
dos valores de referéncia. Esse aumento pouco expressivo durante a gestacdo pode ser devido
a maior demanda para o crescimento fetal (SOUZA et al., 2002). Além disso os valores de
magnésio, calcio e fosforo séo dependentes da dieta, sendo assim, essa pequena variacdo pode
ser atrubuida a alimentagdo dos animais durante o periodo vazio. Azab e Abdel-Maksoud

(1999) constataram que em cabras o0s niveis plasmaticos de magnésio aumentaram na terceira
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e quarta semanas antes do parto e diminuiram de uma a duas semanas antes do parto, devido ao
crescimento fetal e o gasto com maior demanda de energia para o parto, respectivamente.

Os resultados obtidos no presente estudo em relacdo as concentracfes de bilirrubinas
ndo apresentaram diferenca estatistica, assim como Bonelli et al. (2016) em seu estudo sobre
gestacdo de jumentas. Porém, os valores obtidos no presente estudo foram abaixo das
referéncias. Campelo (2008) observou valores menores durante a gestacao e atribuiu esse fato
ao maior acumulo de liquido que ocorre durante a gestacdo. Em relacdo a dosagem de lactato,
colesterol e triglicérides ndo foi encontrada diferenca estatistica para os valores encontrados
nos momentos da gestacao.

A concentracdo de glicose apresentou menor valor em G3, que corresponde ao primeiro
terco da gestacdo. No estudo de Andreazzi et al. (2015) ndo houve diferenca estatistica entre as
éguas gestantes de seis meses e ndo gestantes quanto a glicose. Assim como para Unanian et al.
(1999) e Bonelli et al. (2016), em que as concentraces de glicose foram constantes e sem
diferengas estatisticas durante todo o periodo de gestacéo.

A diminuicdo da glicose no pico da lactacdo, verificada neste estudo, esta relacionada
com a captacdo deste metabolito pela glandula mamaria para a sintese de lactose (SANTOS et
al., 2005), pois a égua pode manter a amamentacdo do potro e ter seu pico de lactacdo ainda
nos trés primeiros meses de gestacao pela caracteristica da involucdo uterina rapida e dindmica
e retorno a ciclicidade ovariana, sendo possivel iniciar uma nova gestacdo no primeiro cio pés-
parto (BLANCHARD & VARNER, 1993). Esses eventos explicariam a diminuicéo da glicemia
nas éguas nos primeiros meses de gestacdo. A producao de leite das éguas € crescente e atinge
0 pico antes do segundo més de lactacdo, e decresce constantemente até o final do periodo de
lactacdo, aproximadamente aos 180 dias (GIBBS et al., 1982, OFTEDAL et al., 1983;
CABRERA et al., 1990; DOREAU et al., 1990).
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No decorrer da pesquisa ndo foi observada diferenca estatistica na CTLF. A
concentracdo de Fe apresentou diferenca estatistica (P = 0,012) assim com o IST (P = 0,001)

para G3 e G6 em relacdo aos demais grupos (Tabela 5).

Tabela 5 - Mediana [Percentil 25; Percentil 75] da concentracdo de Ferro serico (Fe),
Capacidade total de ligacdo do ferro (CTLF) e indice de saturacdo de transferrina
(IST) de éguas da raca Crioula vazias (GO0), trés meses (G3), seis meses (G6) e dez
meses (G10) de gestacao.

Analitos Grupos
GO G3 G6 G10
Fe (mg/dL) 130 [55- 166]®  99[37-110FF 150 [65 - 196]° 132 [40 - 119]
CTLF (mg/dL) 328 [101-304]  344[114-342]  372[131-394] 388 [112- 335]
IST (%) 38,48[14 - 41]®  269[14-41]° 40,37 [14-41]" 32,97 [11 - 34]®

| etras iguais representam médias iguais, letras diferentes indicam diferenca estatistica, P=0,012.
Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

Em relacdo ao Fe e 0 IST, foram observados valores menores em G3 e maiores em G6,
porém em G10 as concentracfes se igualaram ao GO. Os resultados desse trabalho se
assemelham aos achados de Azab & Abdel-Maksoud (1999), no qual a concentracdo de ferro
diminuiu acentuadamente no final da gestacdo de cabras. Ndo foram observadas alteracdes no
metabolismo do ferro durante os periodos de gestacéo, parto e pds-parto em fémeas caprinas da
raca Saanen (FONTEQUE et al., 2010).

A hipoferremia que ocorreu no terco inicial da gestacdo € atribuida a grande demanda
metabolica de ferro, decorrente de uma hematopoese aumentada, pela exigéncia para o
crescimento fetal e também pelo aumento dos horménios adrenocorticais. Além da demanda
para crescimento fetal ocorre uma necessidade de compensar eventuais perdas durante o
precesso do parto. E no feto, alem de responsavel pela formacdo da hemoglobina, o ferro e
essencial para sintese de enzimas responsaveis pelo metabolismo cerebral. Sendo assim, é
possivel que os animais apresentem um diminuigdo de ferro no terco inicial da gestacdo
(SADDI & SHAPIRA, 1970).

Os valores encontrados no presente estudo ndo diferem dos encontrados por Abramovitc
et al. (2014) em equinos da raca Puro Sangue Inglés submetidos a exercicio fisico. Os valores
obtidos antes da corrida, tidos como basais, foram: Fe (177,31mg/dL), CTLF (389,85mg/dL) e
IST (47,51%), 0 que indica que apesar das diferengas encontradas no presente estudo os valores

ainda se mantiveram parecidos com os ja encontrados para espécie equina.
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5.4 MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO

Em relacdo aos valores de MDA se observou diferenca estatistica (P = 0,001) entre 0s
grupos de éguas vazias e éguas gestantes (tabela 6), o que indica que ha maior estimulo a
producdo de ERO e consequentemente aos danos oxidativos nessas condic¢des. Ja os valores de
GSH néo apresentaram diferenca estatistica, mas foi observado aumento discreto durante a
gestacdo em relacdo ao periodo vazio. O que indica que o organismo esta respondendo, de certa

forma, com maior producao para combater possiveis oxidantes produzidos durante a gestacao.

Tabela 6 - Valores Médios * desvio padrdo de glutationa reduzida eritrocitaria (GSH) e
malondialdeido plasmatico (MDA) de éguas da raca Crioula vazias (GO0), trés meses
(G3), seis meses (G6) e dez meses (G10) de gestagéo.

Grupos
GO G3 G6 G10
GSH (nmol/ul) 4,96 + 2,38 5,50 +2,35 5,87 + 3,07 542 +2,71
MDA (umol/L) 1,48 + 0,032 1,66 +0,14° 1,64 +0,17° 1,67 +0,17°

3 | etras iguais representam médias iguais, letras diferentes indicam diferenca estatistica, P=0,001.
Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

Arikan et al. (2001) verificaram que os niveis de MDA séo significativamente mais
elevados e os niveis de GSH mais baixos em mulheres gravidas no terceiro trimestre de
gestacao, comparado com mulheres ndo gravidas. Um estudo realizado em ovelhas gestantes
mostrou que as concentracdes de MDA no segundo e terceiro més de gestacdo foram menores
do que no primeiro, quarto e quinto meses de gestacdo, ja as concentracdes de GSH e as
atividades de GSH-Px durante a gestacdo aumentaram, sendo que foram maiores no segundo e
terceiro meses de gestagcdo, quando comparados com ovelhas ndo gestantes (ERISIR et al.,
2009). Os mesmos autores explicam que a diminuicdo plasmatica de MDA no periodo de
gestacéo ocorre devido ao aumento das concentragdes de GSH e a atividade da GSH-Px, que
desempenham importante papel de desintoxicacao e eliminagédo das ERO.

Gorecka et al. (2002) compararam os valores de antioxidantes medidos em seis meses
de gestacdo, duas semanas antes do parto e um més apés o parto de mulheres, e observaram
maiores mudancas na defesa antioxidante em torno do periodo perinatal. Shilina et al. (1999)
realizaram um estudo em mulheres gravidas, no qual, mensuraram os niveis de MDA,
transferrina e a atividade antioxidante total, e observaram que a atividade antioxidante
aumentou em 24 semanas de gestacdo, porém, o nivel de MDA ndo mudou significativamente

durante o periodo de gravidez, diferentemente, do presente estudo, no qual o marcador que



47

apresentou alteracdo significativa foi o MDA. Nakai et al. (2000) sugerem que pode ocorrer
peroxidacgdo lipidica produzida pela reoxigenacdo tecidual durante o trabalho de parto em
mulheres, causando o estresse oxidativo com danos permanentes ao organismo.

N&o ha valores de referéncia especificos para GSH e MDA para a raga equina. Uma
pesquisa realizada por Fernandes et al. (2012) avaliou as concentragdes de GSH e MDA em
diferentes condicBes de treinamento fisico em equinos, e no grupo sem treinamento (basal)
obtiveram os seguintes valores: GSH (2,32 — 5,63 nmol/ul) e MDA (0,56 — 1,06 umol/L). No
G6 0 GSH estava discretamente maior quando comparado aos outros grupos no presente estudo,
porém, sem diferenca estatistica. J& em relacdo ao MDA foi observada diferenca estatistica
entre éguas vazias e gestantes. Na gestacdo ocorre 0 aumento da taxa metabdlica basal,
caracterizando um estado de alto nivel de estresse oxidativo (MALTA et al.,2008).

Castilho et al. (2005) realizaram um estudo durante a gestacao e a lactacdo de vacas
leiteiras e mensuraram o marcador MDA, os dados indicaram um aumento da peroxidacéo
lipidica em torno do parto. Outros trabalhos realizados por Carone et al (1993), Nakai et al
(2000), Suhail et al (2010) e Balal et al (2004) em mulheres, por Naziroglu et al (2004) em ratas
e Castillo et al (2003) em vacas leiteiras indicaram um aumento dos niveis oxidantes na gestacédo
e lactacdo com maior exposi¢do ao estresse oxidativo. Com isso, nota-se que durante todo o
periodo de gestacdo as éguas podem sofrer com o estresse oxidativo, bem como durante o
periodo vazio, no qual as mesmas estdo amamentando.

Castillo et al. (2001) salienta a importancia de um sistema antioxidante potente durante
esses periodos, sugerindo uma dieta com minerais e suplementacdo de vitaminas, para assim
aumentar a concentragdo de antioxidantes e diminuir o aparecimento do estresse oxidativo
nesses periodos. Behne e Wolters (1979) observaram que durante a gestacdo ocorre uma
diminuicdo da atividade da GSH-Px e do teor de selénio no plasma de mulheres gravidas, ou
seja, a defesa antioxidante fica prejudicada. Dimri et al. (2010) verificaram que durante a
gestacdo de bufalas ocorre maior estresse oxidativo, além disso compararam animais que
recebiam suplementacdo com animais sem suplementacdo, e concluiram que animais
suplementados com vitamina E e selénio possuem uma resposta melhor ao estresse oxidativo
do que aquelas que nédo receberam suplementagéo.

No GO essas éguas estavam lactando, ou seja, também estavam passando por um desafio
fisiolégico com maior demanda de oxigénio para transporte de substratos para producao de
leite. Portanto, ndo se descarta a possibilidade desses animais, nessas condicGes, sofrerem com
0 estresse oxidativo durando o periodo vazio. Ressalta-se, assim, a importancia de uma dieta

equilibrada para esses animais, visto que na propriedade escolhida para realizacdo do estudo os
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animais ndo recebiam nenhuma dieta com suplementacao rica em antioxidantes, como vitamina
E e selénio. Sendo assim, os dados obtidos nesse estudo indicam que durante a gestacdo ocorre
maior exposicdo ao estresse oxidativo, porém ndo se descarta o aparecimento de desafios

oxidativos associados ao periodo de lactagéo.

5.5 FRAGILIDADE OSMOTICA ERITROCITARIA
Os dados avaliados no presente estudo nao apresentaram diferenca estatistica (Tabela 7
e gréfico 1). Contudo, foram fundamentais para avaliar melhor a resisténcia dos eritrocitos,

juntamente com os achados hematol6gicos.

Tabela 7 - Valores Médios + desvio padrao expresso como H50 correspondente a concentracdo
de NaCl com 50% de hemdlise em éguas da raca Crioula vazia (G0), trés meses (G3),
seis meses (G6) e dez meses (G10) de gestacao.

Grupos
GO G3 G6 G10
H50'% 0,47 +0,06 0,58 +0,05 0,55 +0,05 0,52 +0,03

! Concentracdo de NaCl com 50% de hemolise.
Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

Apesar de ndo apresentar diferenca estatistica, em relacdo a concentracdo de NaCl com
50% de hemdlise fica evidente a tendéncia de maior fragilidade eritrocitaria durante os meses
de gestacdo, revelando maior resisténcia dos eritrocitos a hemolise no periodo de éguas vazias.
Magid et al. (1982) encontraram uma fragilidade osm@tica eritrocitaria (FOE) aumentada em
mulheres durante os primeiros meses de gestacdo voltando ao normal apos o parto. Suhail et al.
(2010) realizaram um estudo com mulheres gestantes e observaram maior fragilidade do que
naquelas ndo gestantes. Kadah et al. (2014) também observaram uma tendéncia a FOE em vacas
gestantes porem, constataram que em vacas no periodo lactacdo a FOE é ainda maior, e sugerem
que durante a gestacdo e lactacdo ocorre maior producdo de oxidantes capazes de danificar a
membrana dos eritrocitos, tornando-os mais frageis nesses periodos.

A avaliagdo da FOE nesse estudo contribui com os dados encontrados em relagdo ao
metabolismo oxidativo. No qual foram observados maiores valores de MDA durante a gestacéo,

ou seja, provavelmente os eritrocitos estavam um pouco mais frageis nesse periodo.
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Gréafico 1 — Valores Médios de hemolise em diferentes concentracdes de NaCl de éguas da raca
Crioula vazia (GO0), trés meses (G3), seis meses (G6) e dez meses (G10) de gestacao.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

A maior fragilidade em G3 coincide com a diminui¢do do namero de eritrocitos, VG e
hemoglobina, devido a hemodiluicdo, revendo que os eritrocitos ficam mais frageis. Magid et
al. (1982) encontraram resultados semelhantes, e acrescentam que devido aos eritrocitos serem
mais frageis no periodo da gestacdo ha possibilidade de ocorrer hemdlise ou complica¢fes no

transporte de oxigénio para o feto, com aumento da fragilidade osmética eritrocitaria.
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6 CONCLUSOES
Com base no resultados obtidos com a metodologia adotada pode-se concluir que em
relacdo ao periodo da gestacdo em éguas da raca Crioula:

e O marcador de estresse oxidativo MDA indicou a presenca de um estimulo ao estresse
oxidativo maior durante o periodo de gestacao;

e O valor de GSH durante a gestagdo indicou a presenca de uma possivel resposta a producao
de oxidantes durante o periodo de gestacéo;

e A FOE mostrou ser uma ferramenta util para avaliacdo dos eritrocitos, contribuindo para
melhor interpretacdo dos achados hematoldgicos, podendo ocorrer maior fragilidade
eritrocitaria e reducdao no numero de células circulantes;

e O terco inicial da gestacdo requer maior atencdo com possibilidade de hemodiluicéo,

deficiéncia de ferro e redugdo na concentracdo de hemoglobina.
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