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Relagao do proteinograma sérico e as fases folicular e luteal
do ciclo estral em éguas*

Relation of the serum proteins and the follicular and luteal phases
of the estrous cycle in mares
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Resumo

O objetivo deste estudo foi obter o perfil eletroforético das proteinas séricas em éguas ciclicas e verificar as diferencas entre as
fases folicular e luteal do ciclo estral nesta espécie. Foram utilizadas 18 éguas, totalizando 36 amostras de soro, sendo duas de
cada égua. As amostras foram colhidas no estro e no diestro. As proteinas séricas totais foram obtidas pelo método do Biureto, a
partir da utilizagéo de Kits comerciais (LABTEST®) e, as diferentes subfragdes proteicas, por eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE). O eletroforetograma das proteinas séricas colocou em evidéncia a presencga de 17 a 25 fragdes proteicas, cujos
pesos moleculares variaram de 22 a 254 kDa. Identificaram-se duas proteinas ainda ndo nomeadas oficialmente, de massas
moleculares (MM) 23 kDa e 144 kDa. Os valores médios + SEM obtidos para cada variavel no estro e no diestro, respectivamente,
foram: proteinas totais (g/dL) 7,11 £ 0,07 e 7,36 + 0,07; albumina (mg/dL) 4790,83 + 69,10 e 5027,19 + 69,10; a1 glicoproteina
acida (mg/dL) 4,90 + 0,31 € 4,93 + 0,31; ceruloplasmina (mg/dL) 15,28 + 1,31 e 10,65 * 1,31; haptoglobina (mg/dL) 22,70 £ 1,16 e
27,06 £ 1,16; transferrina (mg/dL) 329,00 + 9,78 e 350,16 + 9,78; IgA (mg/dL) 119,91 + 6,30 e 107,03 £ 6,30; IgG (mg/dL) 1525,07
+ 40,18 e 1517,25 + 40,18; MM 23 (mg/dL) 204,44 + 8,61 e 219,79 + 8,61; MM 144 (mg/dL) 22,13 + 0,55 e 21,49 £ 0,55. Nao
houve diferenga significativa das proteinas totais e suas fragdes do estro para o diestro. Conclui-se que as modificagdes hormonais
durante as fases do ciclo estral da égua nao interferem no proteinograma sérico.
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Abstract

This study aimed to obtain the electrophoretic profile of serum proteins in cyclic mares and to verify the differences between the
follicular and luteal phases of the estrous cycle in this species. Eighteen mares were used, totaling 36 serum samples, two of
each mare. Samples were collected both in estrus and in diestrus. Total serum proteins were obtained by the Biureto method, by
using commercial kits (LABTEST®), while the different protein subfractions by polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE).
The electroforetogram of serum proteins evidenced the presence of 17 to 25 protein fractions, whose molecular weights ranged
from 22 to 254 kDa. Two proteins that were not yet officially named were identified, of molecular weights (MW) of 23 kDa and 144
kDa. The mean values (+ SEM) obtained for each variable in estrus and diestrus were, respectively: total proteins (g/dL) 7.11 £
0.07 and 7.36 + 0.07; albumin (mg/dL) 4790.83 + 69.10 and 5027.19 + 69.10; a1 acid glycoprotein (mg/dL) 4.90 + 0.31 and 4.93 +
0.31; ceruloplasmine (mg/dL) 15.28 £ 1.31 and 10.65 + 1.31; haptoglobine (mg/dL) 22.70 + 1.16 and 27.06 + 1.16; transferrin (mg/
dL) 329.00 £ 9.78 and 350.16 + 9.78; IgA (mg/dL) 119.91 £ 6.30 and 107.03 + 6.30; IgG (mg/dL) 1525.07 + 40.18 and 1517.25
40.18; MW 23 (mg/dL) 204.44 + 8.61 and 219.79 £ 8.61; MW 144 (mg/dL) 22.13 + 0.55 and 21.49 + 0.55. No significant difference
was verified in total proteins and its fractions in estrus and diestrus. The hormonal changes during the specific stages of the estrous
cycle of the mare do not interfere with the serum proteinogram.
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Introdugao

O utero é o local de deposigdo do sémen na espécie equina
e de desenvolvimento da vida nos seus estagios embrionario
e fetal. Apds o acasalamento da égua normalmente ocorre
um processo inflamatério auto limitante, visando a remocgéo
do excesso de espermatozoides, plasma seminal, debris e
contaminantes uterinos (Samper et al., 2016). E essencial para
o desenvolvimento do embrido que o endométrio uterino se
mantenha higido e isento de quaisquer alteragbes ambientais
e contaminagdes (Panzani et al., 2014).

As fémeas equinas, durante o periodo reprodutivo, estdo
sobre influéncia hormonal e apresentam algumas alteragdes
no organismo. Sabe-se que alguns fatores como idade, raga,
sexo, hormdnios, gestacao, lactagao, nutricdo e estresse podem
influenciar também as concentragdes das proteinas plasmaticas.
Assim como alguns hormdnios que podem promover aumento
ou diminuigédo das proteinas plasmaticas totais, devido ao seu
efeito anabdlico ou catabdlico (Eckersall, 2008).

As proteinas sao indispensaveis a vida, representando a base
da estrutura de células, tecidos e 6rgaos. Sdo os componentes
mais abundantes no plasma sanguineo. Muitas vezes funcionam
como catalisadores enzimaticos nas reag¢des bioquimicas,
carreadores de muitos constituintes do plasma e na defesa
organica, sob a forma de anticorpos (Eckersall, 2008; Allison,
2015). O plasma contém uma grande variedade de proteinas
que inclui albumina, globulinas, enzimas, proteinas especificas
de transporte, horménios proteicos e fatores de coagulagéo. A
maioria delas é sintetizada no figado a partir de aminoacidos e
é certo que todas possuem fungdes distintas e especificas. As
imunoglobulinas sao sintetizadas pelos linfocitos B e plasmdcitos
(Tizard, 2014).

O estudo do proteinograma de um individuo fornece informagdes
importantes para a compreensao de processos fisioldgicos e
patolégicos, além de auxiliar no diagndstico de afecgdes. Uma
das ferramentas usuais para a quantificacao das proteinas séricas
é o fracionamento eletroforético sob condigbes desnaturantes
(Ceciliani et al., 2014). Atualmente a espectrometria de massas
tornou-se a técnica de eleicao para a identificacao de proteinas,
porém sua aplicagéo pratica ainda é restrita, em vista dos seus
custos (Aebersold e Mann, 2016).

Na area de reproducéo equina verifica-se que ha pouquissimos
relatos referentes a dosagem de proteinas no soro sanguineo,
durante fases especificas do ciclo estral. Nestas fases, as éguas
estdo sob influéncia do estrégeno (estro) e progesterona (diestro)
e sabe-se que os horménios sdo um dos fatores que podem
influenciar o proteinograma. Sendo assim, o objetivo deste
estudo foi obter o perfil eletroforético das proteinas séricas em
éguas ciclicas e verificar possiveis diferencas entre as fases
folicular e luteal do ciclo estral.

Material e métodos

As éguas incluidas neste experimento integraram grupos
experimentais que foram submetidos a técnicas e manobras
concordantes com as normas de bem-estar animal estabelecidas
pela Comissao de Etica e Uso de Animais — CEUA, da FCAV-
Unesp, campus de Jaboticabal, protocolo de aprovagao numero:
006757/12.
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Foram utilizadas 18 éguas, sem raga definida, mantidas em
piquetes na Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita
Filho, alimentadas com feno, ragao, sal mineral e agua ad libitum.
Incluiram-se neste estudo animais com idades entre cinco e
15 anos (com idade média * SEM de 7,7 * 0,7 anos), peso
corporal de 350 a 450 kg, em estado corporal satisfatério (escore
de condigao corporal 5, variando de 1 a 9) e com ciclicidade
regular. Realizou-se o acompanhamento ultrassonografico
para determinagéo das fases do ciclo estral. As éguas aptas a
fazerem parte do experimento foram aquelas que apresentavam
ciclicidade regular, com pelo menos um intervalo inter-ovulatério
determinado por meio das avaliagbes ginecoldgicas, palpagcéo
e ultrassonografia transretal (transdutor linear 5 MhZ, Mindray®
DP-2200, Shenzhen, China).

As amostras de sangue das éguas foram colhidas no estro e no
diestro, mais precisamente nos meses de setembro a novembro,
durante a estagdo reprodutiva. A colheita de sangue no estro foi
realizada quando a égua apresentava comportamento de estro,
edema uterino de grau 2 ou 3 (classificagao 1 —5; Samper, 2009)
e foliculos ovarianos medindo entre 28 e 38 mm de diametro,
ambos detectados por meio de ultrassonografia transretal
(Aurich, 2011). A colheita de sangue no diestro foi realizada apds
6 a 9 dias da detecgao da ovulagéo. Por volta do 6° dia apds a
ovulagdo a concentragao de progesterona, produzida pelo corpo
luteo (CL), atinge o pico e se mantem em um platd, até que se
inicie a lutedlise (Arruda et al., 2001).

Foram determinados o ténus uterino e cervical por meio de
palpagéo transretal, seguido da avaliagao ultrassonografica para
verificagdo do CL, ecogenicidade uterina e possivel presenca
de fluido no lumen uterino.

Foram colhidos 5 mL de sangue mediante venopungéo jugular,
em cada colheita, no estro e no diestro. As amostras de
sangue de todos os animais foram armazenadas em tubos sem
anticoagulante. A seguir, o tubo foi submetido a centrifugacéo
por 5 minutos, a 800 g, para obtenc¢ao do soro, que foi envasado
e armazenado para posterior avaliagdo das proteinas séricas
totais e eletroforetograma das referidas proteinas.

Inicialmente, uma aliquota da amostra de soro sanguineo, de
cada unidade experimental, foi processada para dosagem de
proteinas totais. As aliquotas remanescentes foram armazenadas
adequadamente, sob congelagéo (-18 °C), até o momento da
analise eletroforética. As concentragdes de proteinas totais do
soro foram obtidas pelo método do Biureto, com o auxilio de um
conjunto de reagentes, e leituras espectrofotométricas.

Para o fracionamento eletroforético das diferentes proteinas do
soro realizaram-se corridas eletroforéticas das amostras em gel
de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio, conforme
técnica descrita por Laemmli (1970). Apés fracionamento, o gel
foi corado, durante 2 horas, em solugéo de azul de coomassie.
Em seguida, o gel foi descorado (solugdo de metanol e
acido acético) até o fundo se tornar translucido e as fragdes
proteicas se apresentarem nitidas. Apos a descoloracéo, o gel
foi conservado em solugéo de acido acético a 7%. As imagens
dos géis foram adquiridas e a densidade Optica e massas
moleculares das bandas proteicas foram determinadas utilizando
um densitdbmetro computadorizado. O calculo foi baseado num
padrdo de massas moleculares comercial, o qual foi adicionado
em uma das canaletas do gel durante a corrida eletroforética



das amostras, utilizando-se marcadores de diferentes massas
moleculares (SigmaMarker™). Utilizou-se a densitometria para
calcular as concentragdes proteicas de cada banda obtida no
densitograma, baseado na concentragao de proteina total obtida
em cada amostra. A Figura 1 ilustra o desenho do estudo.
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ensaio, verificou-se um aumento de 3,52% desta variavel no
diestro quando comparado ao estro.

Sabe-se que a albumina é a fragdo proteica mais abundante
no plasma, sendo a principal responsavel pela manutengéo da
pressao coloidosmotica plasmatica, € também
uma proteina de transporte (Eckersall, 2008).

Obtencdo do soro 2
Dosagem de proteina total =
Congelagdo do soro

F Y [y

Os valores aqui obtidos sdo considerados
levemente aumentados (valor de referéncia:
2,6 a4,1 g/dL; Kahn, 2013), porém ha que se
considerar que se tratava de animais higidos,
manejados de forma rigorosa e sistematizada
e, além disso, cabe ressaltar que néo

| Estro I Diestro |

Analise eletroforética

apresentavam sinais clinicos de desidratagao.
Verificou-se, com base nos resultados da

| Ovulagéo I

l 6 a 9 dias ’

|

2* colheita
de sangue

1* colheita
de sangue

Tabela 1, que houve um aumento de 4,93% na
concentragédo da albumina sérica no diestro,
quando comparado ao estro. Quando foram
analisados os valores médios obtidos para
albumina, no estro e no diestro, notou-se uma
correspondéncia em relagdo as proteinas
totais de 67,40% e 68,30%, respectivamente.

A a1 glicoproteina &cida é uma proteina
imunomoduladora, com capacidade de
ligar-se a metabdlitos endégenos e a drogas
(Eckersall, 2008). No diestro houve um

Figura 1: Desenho do estudo.

Os dados foram analisados pelo programa AgroEstat - Sistema
para Anadlises Estatisticas de Ensaios Agronémicos (Barbosa
e Maldonado Junior, 2008). Os resultados obtidos foram
submetidos a analise de variancia pelo teste F e demonstrados
por média + SEM, nas diferentes fases do ciclo estral, tendo
P<0,05 como significativo.

Resultados e discusséao

Apés o fracionamento eletroforético das proteinas séricas de
éguas, detectou-se a presenga de 17 a 25 fragbes proteicas
por tracado eletroforético, cujas massas
moleculares variaram de 22 a 254 kDa.
Dentre as proteinas encontradas, nove foram
consideradas de importancia, sendo elas:

aumento discreto de sua concentracdo em
0,61% quando comparada ao estro. Esta
proteina correspondeu a aproximadamente
0,07% das proteinas totais no estro e diestro.

A ceruloplasmina é conhecida por liberar o ferro dos érgéos
de estoque, portanto funcionando como uma ferroquelatase
plasmatica (Eckersall, 2008). No diestro, houve uma redugéo
de 30,30% em relacéo ao estro. Foi a proteina que apresentou
o0 maior percentual de alteracdo. No estro essa proteina
correspondeu a aproximadamente 0,21% das proteinas séricas
totais, e no diestro esse valor foi de 0,14%.

A haptoglobina liga-se a hemoglobina livre no plasma,
prevenindo danos oxidativos nos tecidos (Eckersall, 2008). Ela

Tabela 1: Valores médios e “standard error of the mean” (u + SEM) obtidos para
proteinas totais séricas e suas fragdes, no estro e no diestro, e valor
de P, nas distintas fases do ciclo estral de éguas ciclicas

albumina (66,4 kDa), a1 glicoproteina acida (43

kDa), ceruloplasmina (151 kDa), haptoglobina Estro (u + SEM)  Diestro (u + SEM)  Valor de P
(100 kDa), transferrina (76 kDa), IgA (150 kDa),
IgG (150 kDa) e duas proteinas ainda néao Proteinas totais (g/dL) 7,11+0,07 7,36 £0,07 0,09Ms
nomeadas oficialmente, com massa molecular Albumina (mg/dL) 4790,83 +69,10  5027,19 + 69,10 0,10Ms
23 kDa (MM 2 144 kDa (MM 144).
de 23 kDa ( 3_) e al( ) ) a1 glicoproteina acida (mg/dL) 4,90 + 0,31 4,93 +0,31 0,96Ns
Os valores médios + SEM obtidos para Ceruloplasmina (mg/dL) 15,28 + 1,31 10,65 + 1,31 0,09"
proteinas totais e suas fracdes no estro e no ) "
diestro estdo apresentados na Tabela 1. Nao Haptoglobina (mg/dL) 22,70 £1,16 27,06 £1,16 0,07
foram verificadas diferencas significativas para Transferrina (mg/dL) 329,00 + 9,78 350,16 £ 9,78 0,29M
proteinas totais séricas e suas fragdes entre as IgA (mg/dL) 119.91 + 6.30 107.03 + 6.30 0.32Ns
fases do ciclo estral da égua.
IgG (mg/dL) 1525,07 + 40,18 1517,25 + 40,18 0,92N8

Os valores médios obtidos para proteinas

. ~ L MM 2 L 204,44 + 8,61 219,79 + 1 NS
totais (PT) estdo dentro dos limites de 3 (mg/dL) 04, 86 9.79+86 0,38
normalidade descritos para a espécie (5,8 MM 144 (mg/dL) 22,13 +0,55 21,49 0,55 0,56"

a 8,7 g/dL), segundo Kramer (2000). Neste

NS nao significativo
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também é responsavel por modular a atividade dos linfécitos
T (Krakowski et al., 2011). No diestro houve um aumento
de 19,21% dessa proteina em relagdo ao estro. Tal proteina
correspondeu a aproximadamente 0,32% das proteinas séricas
no estro e 0,37% no diestro.

Atransferrina é responsavel pelo transporte de ferro (Eckersall,
2008). No diestro houve um aumento de 6,43% desta proteina
em relacéo ao estro. Ela correspondeu a 4,63% das proteinas
plasmaticas no estro e 4,76% no diestro. Valores semelhantes
ao encontrado no presente estudo foram descritos por Di Filippo
et al. (2014) em equinos higidos.

AlgA é encontrada nas secregdes respiratorias, gastrointestinais
e no trato geniturinario, sendo muito importante na imunidade
local (Eckersall, 2008). Os valores médios obtidos para IgA,
neste ensaio, mostraram-se dentro da normalidade (60 a 350 mg/
dL) descritos por Tizard (2014). No diestro houve uma redugao
de 10,74% em sua concentragdo quando comparada ao estro.
No estro esta proteina correspondeu a aproximadamente 1,70%
das proteinas séricas e no diestro a 1,45%. Ha relatos de valores
semelhantes aqueles encontrados neste estudo, reportados por
Nogueira et al. (2013).

A 1gG é a principal imunoglobulina presente no soro, cuja
biossintese representa uma resposta a agentes infecciosos e
toxinas (Eckersall, 2008). Segundo Tizard (2014) os valores
de referéncia estdo entre 1000 a 1500 mg/dL, e os animais
geralmente apresentaram um aumento discreto dessa
concentracéo, podendo, algumas vezes, se manterem dentro
da faixa de normalidade. Ao observarem-se os dados da Tabela
1, verifica-se que no diestro houve uma redugéo de 0,51%
desta proteina em relagéo ao estro. No estro esta proteina
correspondeu a 21,45% das proteinas séricas e no diestro a
aproximadamente 20,60%.

Afracao proteica de MM 23 é uma proteina ainda ndo nomeada
oficialmente, no diestro ela apresentou um aumento de 7,51%
em relagédo ao estro. No estro esta proteina correspondeu
a 2,90% das proteinas séricas e no diestro a 3,00%. Ja, a
fracdo proteica de MM 144 apresentou um decréscimo de
2,89% e correspondeu a 0,31% e 0,30% no estro e diestro,
respectivamente.

Segundo os resultados obtidos observou-se que as proteinas
que apresentaram aumento de suas concentragcées do estro
em relagéo ao diestro foram: albumina, a1 glicoproteina acida,

Agradecimentos

haptoglobina, transferrina e MM 23. Ja as proteinas que
diminuiram suas concentragdes foram: ceruloplasmina, IgA,
IgG e MM 144.

As proteinas de fase aguda promovem o aumento da fagocitose
dos patégenos que penetram no uUtero durante o acasalamento
natural ou inseminacao artificial, auxiliando no restabelecimento
das condigbes necessarias para o desenvolvimento da gestacao.
Ha relatos de aumento dos niveis séricos de haptoglobina e
amiloide sérico A em éguas com perda embrionaria precoce
(até os 40 dias de prenhez). Isto mostra que a quantificagao
das proteinas séricas pode ser uma ferramenta importante
no monitoramento da gestacdo e no diagndstico precoce de
inflamacgdes subclinicas do trato reprodutivo que podem levar
a perda embrionaria (Krakowski et al., 2011).

Num estudo onde se avaliou a concentragdo de proteinas de
fase aguda, em éguas com placentite induzida, encontraram-se
resultados importantes, posto que, as concentragdes séricas
de haptoglobina e amiloide sérico A alteraram-se de maneira
significativa. As éguas do grupo com placentite induzida
apresentaram um rapido aumento das referidas fragbes proteicas
até o momento do aborto. Os resultados obtidos no referido
estudo fazem crer que a haptoglobina e amiloide sérico A podem
ser biomarcadores Uteis nos casos de placentite, auxiliando no
diagnostico precoce da afecgao (Silva et al., 2013; Canisso et
al., 2014). Outro estudo, nesta mesma linha, também identificou
alteracdes na cinética da haptoglobina e a1 glicoproteina acida
em éguas com placentite induzida (Haetinger el al., 2016).

Estes estudos evidenciam a importancia do conhecimento do
proteinograma como ferramenta auxiliar diagnoéstica, sendo
que sua quantificagdo permite a identificagdo precoce de
enfermidades em curso (Riond et al., 2009). As proteinas
de fase aguda podem ser utilizadas como biomarcadores de
inflamacao e infecgéo, além de auxiliarem no estabelecimento
do diagnéstico e progndstico dos pacientes (Eckersall e Bell,
2010). O presente estudo permitiu a obtengéo do proteinograma
sérico de éguas em momentos distintos do ciclo estral.

Conclusoes

As modificagdes hormonais durante as fases do ciclo estral
ndo interferem no proteinograma sérico de éguas saudaveis.
Contudo, ele deve ser investigado em condigdes patoldgicas.
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