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RESUMO

SOUZA, D F. Avaliacdo do equilibrio oxidativo na gestacdo e

perinatologia equina. 2016. 79 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, 2016.

As Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) conferem protec@o aos seres vivos contra
0S continuos ataques de microrganismos, além de serem responsaveis por diversos
eventos fisioldgicos. No entanto um desequilibrio entre a producdo das EROs e 0s
agentes antioxidantes resulta diversos processos patoldégicos nos mais variados
sistemas em seres humanos e em animais. Durante a gestacdo ocorrem alteracoes
do metabolismo que podem levar a um aumento de subprodutos da oxidacdo. Assim
como a gestacdo, o nascimento também impde um periodo com alta demanda
energética, alta tensdo de oxigénio e, por consequéncia, determina um momento
critico na vida do neonato, por ser exigida uma rapida adaptacdo da condicdo
hipoxica (intra Utero) para hiperodxica (extra utero). Desta forma, o objetivo desta
dissertacao foi verificar o estado oxidativo das éguas no terco final da gestacao, no
periparto e no pds-parto levando em consideracgéo o efeito da paridade, bem como a
condicdo oxidativa de neonatos durante os primeiros sete dias de vida. Como
indicadores de oxidacdo foram mensurados os niveis de TBARS e oxidacdo de
proteina. Foi quantificado o ferro total e como parametros antioxidantes, foram
medidas as atividades das enzimas GPx e SOD, e as concentracdes de bilirrubina.
Nos potros verificamos que a SOD né&o apresentou diferenca significativa no periodo
analisado. As concentragbes de bilirrubina foram mais baixas no primeiro tempo
avaliado, e tanto a bilirrubina total quanto a indireta elevaram-se as 12 horas e entao
cairam entre as 72h e 168h. Ja a GPx demonstrou aumento da sua atividade nos
tempos 12 e 72h quando comparada ao tempo Oh. Verificou-se altos niveis de
TBARS no primeiro momento pos-nascimento, uma conseguinte diminuicdo as 12h
seguida de estabilizagdo nos demais tempos. Ja a avaliacdo do periodo gestacional
das éguas indicou um efeito de interagédo entre paridade e tempo gestacional apenas
para o ferro total. SOD e oxidacdo proteica ndo apresentaram alteracdes
significantes no periodo estudado. Tanto a GPx quanto as TBARS apresentaram

efeito de tempo, com evidente alteracdo entre o parto, apresentando aumento e o



pés-parto apresentando diminuicdo de atividade e das concentracdes dessas
variaveis. Concluimos que em potros, a peroxidacdo lipidica ao nascimento
apresentou-se alta sugerindo um balanco pré-oxidativo durante tal periodo, o que
poderia caracterizar um aumento nos niveis de EROs com finalidade de completar
importantes eventos fisiolégicos. Quanto a bilirrubina indireta e a GPx podemos
sugerir que frente aos altos niveis da peroxidacao lipidica houve um estimulo para
ativacdo dos sistemas antioxidantes que envolvem essas biomoléculas e que as
duas tenham agido concomitantemente visando equilibrar os niveis de EROs. Com
relacdo as éguas, apontamos que a paridade ndo tem influencia sobre o
estabelecimento da homeostase oxidativa em éguas e que no momento do parto as
mesmas passam por um desbalanco oxidativo transiente. Ou seja, o desbalanco
oxidativo faz parte tanto do momento do parto quanto da primeira semana de vida

dos potros, possivelmente desempenhando um papel fisiolégico em abas categorias.

Palavras-chave: Potros. Eguas. Enzimas antioxidantes. Peroxidacao lipidica. Parto.



ABSTRACT

SOUZA, D. F. Evaluation of oxidative balance in gestation and equine
perinatology. [Avaliacdo do equilibrio oxidativo na gestacdo e

perinatologia equina). 2016. 79 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, 2016.

Reactive Oxygen Species (ROS) produced protect living beings against the
continuous attacks of microorganisms, as well as being responsible for several
physiological events, so oxidative homeostasis is a premise. However, an imbalance
between the production of ROS and the antioxidant agents causes several
pathological processes in the most varied systems in humans and animals. During
pregnancy it is suggested that alterations of the metabolism take place, consequently
the increase of by-products of the oxidation during the gestational period. Like
gestation, the birth also imposes a period with high energy demand, high oxygen
tension and, consequently, it determines a critical moment in the life of the newborn
because it is required a rapid adaptation of the same to the change of hypoxic
condition (intra uterus) To hyperoxic (extra uterus). The aim of this dissertation was
to verify the oxidative status of mares in the final third of gestation, peripartum and
postpartum, taking into account the parity effect, as well as the oxidative condition of
neonates during the first seven days of life. As oxidation indicators, the levels of
TBARS and protein oxidation were measured. Total iron was quantified and as
antioxidant parameters, activities of GPx and SOD enzymes, and bilirubin
concentrations were measured. In the foals we verified that the SOD showed no
significant difference in the analyzed time. Bilirubin concentrations were lower in the
first time evaluated, and both total and indirect bilirubin increased at 12 hours and
then fell between 72h and 168h. On the other hand, GPx showed an increase in its
activity in times 12 and 72h when compared to time Oh. There were high levels of
TBARS at the first post-birth moment, a consequent decrease at 12h, followed by
stabilization at the other times. The results with mares indicated interaction effect
between parity and gestational time only for total iron. SOD and protein oxidation did
not present significant alterations in the studied period. Both GPx and TBARS



presented a time effect, with an evident alteration between childbirth and postpartum,
and there was an increase and decrease, respectively, in the activity and
concentrations of these variables. We conclude that in foals, lipid peroxidation at birth
was high suggesting a pro-oxidative balance during such period, which could
characterize an increase in the levels of ROS in order to complete important
physiological events. Regarding indirect bilirubin and GPx, we can suggest that in the
face of the high levels of lipid peroxidation there was a stimulus for the activation of
the antioxidant systems that involve these biomolecules and that the two have acted
concomitantly in order to maintain the high levels of EROs at non detrimental levels.
Regarding mares, we pointed out that parity has no influence on the establishment of
oxidative homeostasis in mares and that at the time of delivery they undergo
transient oxidative imbalance. That is, oxidative imbalance is part of both the calving
moment and the first week of life of foals, possibly playing a physiological role in

categories.

Keywords: Foals. Mares. Antioxidant ezymes. Lipid peroxidation. Foaling.
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INTRODUCAO

A homeostase oxidativa € essencial para que o0s processos fisioldégicos
ocorram naturalmente. As Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) produzidas
permitem que os seres vivos tenham a capacidade de sobreviver aos continuos
ataques de microrganismos (MCCORD, 1986), além de serem responsaveis por
diversos eventos que envolvem a reproducdo, desenvolvimento fetal e sinalizagéao
celular, o que as torna essenciais a vida (BUONOCORE; PERRONE;
TARTARANNO, 2010). No entanto um desequilibrio entre a producdo das EROs e
0S agentes antioxidantes provoca diversos processos patoldgicos ou lesbes nos
mais variados sistemas em seres humanos (COUGHLAN et al., 2004; SHAHAB et
al., 2008; SWATI; SARVESH; SOURABH, 2015) e em animais (PO et al., 2013;
SGORBINI et al., 2015).

As reacbes de Oxido reducdo ocorrem simultaneamente e de maneira
constante no organismo e provavelmente se intensificam no decorrer da gestacéo, ja
gue uma série de mudancas acontece para suprir as necessidades maternas e
fetais. Sendo assim é sugerido que ha alteracées do metabolismo, sejam elas com
intuito de adequacéo as transformacdes da gestacao, ao estresse fisico do parto ou
com as mudancas do pés-parto (AOKI; HONDA; ISHII, 2013). Em éguas, durante a
gestacado ocorrem alteracbes hematoldgicas (BAZZANO et al., 2014a), hemostaticas
(BAZZANO et al., 2014b), no perfil mineral (BAZZANO et al.,, 2016a), nas
concentragbes proteicas (BAZZANO et al., 2016b), de subprodutos metabdlicos
(BAZZANO et al., 2014c; VINCZE et al.,, 2015) e de reguladores metabdlicos
energéticos devido a maior necessidade de suprimento das éguas parturientes
(ARFUZO et al., 2016).

Adicionalmente, foi observado que um consideravel aumento de lipideos
oxidaveis durante a gestacao (VINCZE et al., 2015), mais especificamente no altimo
trimestre nas éguas (BAZZANO et al., 2014c), o que as predispde a maiores danos
oxidativos. Pressupfe-se que a utilizacdo do colesterol como substrato para
producdo de horménios esteroides pela placenta pode ser uma das justificativas
para tal aumento (VINCZE et al., 2015). Somado a isso foi relatado que em mulheres
a placenta é grande responsavel pela producdo de peréxidos (WALSH; WANG,

1993), com deteccdo de altos niveis de malondialdeido (MDA) em gestantes
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comparados com ndo gestantes e aumento significativo nas concentragcdes no
decorrer da gestacao (SWATI; SARVESH; SOURABH, 2015).

Neste sentido é necessario que haja aumento da capacidade protetora como
uma forma de balanco compensatério ao aumento dos oxidantes. Gorecka et al.
(2002) relataram que ha mudancas significativas tanto do sistema antioxidante
enzimatico como nao enzimatico com a proximidade do periparto em éguas. J& em
mulheres gestantes, é relatada uma expressiva diferenca tanto com relagdo ao dano
lipidico quanto a defesa antioxidante quando comparadas com mulheres ndo
gestantes (TIWARI et al., 2016) refletida pelo aumento das atividades das enzimas
antioxidantes glutationa peroxidase (GPx) e superoxido dismutase (SOD) (SWATI,
SARVESH; SOURABH, 2015).

Da mesma forma que a gestacdo é uma situacao de desafio, 0 nascimento
também impB&e um periodo com alta demanda energética, alta tensdo de oxigénio e,
por consequéncia, determina um momento critico na vida do neonato. Em um
experimento realizado com porcos da india foi confirmado que na fase final da
gestacdo ocorre maturacdo de enzimas antioxidantes pulmonares como intuito de
preparar 0s neonatos para 0 aumento da tensao de oxigénio pés-nascimento. Foi
sugerido também, que o aumento da atividade destas enzimas seja em resposta ao
aumento do metabolismo (RICKETT; KELLY, 1990). Assim, é evidente que ao
nascimento é exigida uma rapida adaptacdo neonatal da condi¢do hipdxica (intra
Utero) para hiperoxica (extra utero) (ISHIDA et al., 1997).

Desta forma, o estudo dos diferentes aspectos que compdem o equilibrio
oxidativo em animais gestantes e neonatos saudaveis é fundamental para que um
diagnéstico precoce e tratamento sejam instituidos em caso alteracbes da
normalidade. Entretanto, apesar dessas evidéncias, as pesquisas em medicina
veterinaria estdo amplamente concentradas nos machos com enfoque em sémen
com poucos estudos na perinatologia. Portanto, o objetivo desta dissertacao foi
verificar o estado oxidativo das éguas no terc¢o final da gestagdo, no periparto e no
pos-parto levando em consideracdo o efeito da paridade dos animais, bem como a

condicao oxidativa de neonatos durante os primeiros sete dias de vida.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 OXIDANTES E ANTIOXIDANTES

Por volta dos séculos XVIII e XIX foi relatada por Lavoisier, Joseph Priestley e
Carl Wilhelm Scheele a descoberta do oxigénio, da oxidacdo além dos efeitos
toxicos dessa molécula sobre o organismo, constituindo dessa forma o paradoxo do
oxigénio como elemento extremamente vital e ao mesmo tempo deletério
(AUGUSTO, 2008). No entanto, para que seja possivel a compreensdo deste
contraste e o que é denominado estresse oxidativo, € necessario o conhecimento
das fontes de producdo e mecanismos de acdo dos radicais livres e espécies

reativas de oxigénio.

O pesquisador alemdo Helmes Sies (1991) propds um conceito sobre
estresse oxidativo onde haveria um desequilibrio celular no qual os oxidantes
predominariam sobre os antioxidantes, ocasionando um potencial dano oxidativo. No
entanto, o conceito mais atual seria o proposto por Jones (2006)! no qual uma
situacdo onde a sinalizagéo celular esteja alterada juntamente com as reacdes de
oxidacdo e reducdo provocaria uma condicdo de estresse oxidativo (2006 apud
LUCA; LUCA; CALANDRA, 2015).

Os radicais livres sdo moléculas ou ions independentes e que contém um ou
mais elétrons desemparelhados em seu orbital mais externo que, quando nao
emparelhados possuem spins opostos (orientagcbes contrarias entre si e
consequentemente extrema repulsao). Por outro lado as espécies reativas de
oxigénio compreendem os radicais livres e as moléculas nao radicalares, que sao
aguelas que possuem os elétrons emparelhados na ultima érbita, como o peroxido
de hidrogénio (AUGUSTO, 2008).

Como caracteristicamente os radicais livres sdo instaveis, eles se tornam
altamente reativos com moléculas capazes de doar ou receber elétrons, constituindo
dessa forma as reagfes redox, que envolvem perda e ganho de elétrons entre duas
moléculas, simultaneamente (AUGUSTO, 2008). Nesta busca por estabilidade, os

radicais livres reagem no organismo com proteinas, lipideos e com o DNA

1 JONES, D. P. Redefining oxidative stress. Antioxidants and Redox Signaling, v. 8, n. 9-10, p.
1865-1879, 2006.
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interferindo com o funcionamento de enzimas, do aparato celular dependente de
proteinas, e da conformacdo da bicamada lipidica, além de causar alteractes
epigenéticas que podem ser irreversiveis (BUONOCORE; PERRONE;
TARTARANNO, 2010; ZIECH et al., 2011).

Foi sugerido por Wong-Ekkabut et al. (2007) que uma maior quantidade de
lipideos oxidados na bicamada lipidica altera sua conformacdo, aumenta a
densidade, diminui espessura e consequentemente provoca um maior espagcamento
entre os fosfolipidios. Os lipidios oxidados levariam a inativagdo de enzimas e
aumento na permeabilidade celular resultando na mudanca das caracteristicas
estruturais da bicamada lipidica, o que provavelmente levaria a danos e morte
celular (ORRENIOS et al., 1989).

Com relacdo as proteinas e ao DNA, os outros alvos dos oxidantes, Mikhed et
al. (2015) relataram que as vias classicas de regulacdo de genes por fatores de
transcricdo, dos mecanismos de reparacao no dano ao DNA, assim como as vias de
modulacdo dos mecanismos epigenéticos podem ser afetados pelo estado de 6xido
reducdo do organismo. Como consequéncia, o dano oxidativo as proteinas
reparadoras de lesGes do DNA é extremamente perigoso e pode ser deletério, uma
vez que aumentam as possibilidades de replicacdo de mutacdes que possam
ocorrer no material genético (GUERANGER et al., 2014).

O aumento da exposicdo as EROs gera uma maior quantidade de proteinas
carboniladas e de ligagcbes cruzadas entre os aminoacidos de proteinas ou
nucleotideos de DNA (XIE; FAN; MANG, 2007). Mirzaei e Regnier (2007) sugeriram
que existe um efeito sobre a expressdo de novas proteinas quando ocorrem ligacdes
cruzadas entre proteinas ribossomais e RNA de células fungicas. Propuseram
também que em mamiferos o problema pode ser mais grave, pois as EROs mais
reativas como o radical hidroxila afetam qualquer tipo de base nitrogenada que
compde o DNA. No entanto, a guanina é a mais facilmente oxidada entre as quatro
bases por sofrer oxidacdo de outras EROs menos reativas (KAWANISHI; HIRAKU;
OIKAWA, 2001).

No organismo, as EROs possuem reatividades diferentes que podem ser
potencializadas pela associacdo com outras moléculas. O radical superoxido é

capaz de reduzir ions metalicos, que reagem com o peroxido de hidrogénio oriundo
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da dismutacdo do superoxido. Esse mecanismo, quando envolve o metal ferro, é
denominado de “Fenton” numa reagédo que gera o radical hidroxila o mais potente e
danoso as células (AUGUSTO, 2008) e responsavel pela peroxidacao lipidica de
membradas (FUKUZAWA et al., 2005).

Fisiologicamente, as EROs sao oriundas de sistemas indispensaveis. Os
elétrons provenientes dos nutrientes também sao recolhidos na forma de NADH
(dinucleotideo de nicotinamida e adenina reduzido), uma coenzima que participa de
diversas reac¢fes de oxido reducdo promovendo um intenso transporte de elétrons. E
esses sdo conduzidos por uma série de complexos multiprotéicos até o citocromo C
oxidase, o grande responsavel por levar os elétrons ao oxigénio. No decorrer desse
processo, protons sdo bombeados para 0 espaco intermembranas da mitocéndria,
gerando energia para sintese de ATP. Por ser uma forma energética néo
armazenada, a producdo de ATP deve ser continua e consequentemente a
respiracdo mitocondrial que é a sua principal fonte também deve ser mantida
constante com intuito de manter os processos vitais. Como consequéncia deste
processo, ocorre a geracao das EROs a partir do escape de alguns elétrons durante
a respiracao celular (AUGUSTO, 2008).

Com propésito de debelar a acdo negativa das EROs, 0 organismo possui
eficientes sistemas de defesa que contam com enzimas tais como GPx e SOD,
componentes do sistema enzimatico, e biomoléculas tal como a bilirrubina por

exemplo parte do sistema ndo enzimético.

A GPx faz parte do grupo de enzimas responsavel por catalisar as reacdes de
remocao de peroxidos de hidrogénio (NG et al. 2007), onde a glutationa (GSH) que é
um tripeptideo formado pelo glutamato, cisteina e glicina é utilizada como substrato.
O fundamento antioxidante desse sistema consiste na oxidagdo do grupo sulfidrila
do aminoacido cisteina presente no GSH, atuando neste sentido como redutor
celular. Essa reacdo gera o dissulfeto GSSH (glutationa oxidada) e o mesmo é
reconvertido & GSH pelo uso do redutor NADPH em uma segunda reacédo catalisada
pela glutationa redutase, deixando as moléculas de GSH regeneradas disponiveis

para outras rea¢cdes com radicais livres (AUGUSTO, 2008).

Em 1969, foi sugerido por McCord e Fridovich a responsabilidade da SOD

pela eliminacdo do radical superoxido. Essa enzima é encontrada principalmente no
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compartimento intracelular, no entando também encontra-se presente nos fluidos
extracelulares como o plasma sanguineo e outros tecidos em mamiferos
(MARKLUND, 1984). Sao conhecidas trés tipos de SOD, que sdo assim nomeadas
pela capacidade de metabolizar duas moléculas do anion superoxido em uma
molécula de peréxido de hidrogénio e uma de dioxigénio, com consumo de H*
(MILLER, 2012). A SOD 3, que possui em sua composicdo o metal ferro (Fe?*) ou
manganés (Mn), € a encontrada no espaco extracelular em animais (CUI et al.,
2014), no entanto, dentre essas duas, Fe-SOD parece ser escassa nesses
individuos (MILLER, 2012). A dismutagdo do &anion superdéxido ocorre
espontaneamente no organismo, no entanto a SOD também promove este evento,
ambas reacdes tem como subproduto o peréxido de hidrogénio (MCCORD;
FRIDOVICH, 1969).

Os esquemas a seguir demostram as reacdes de pro e antioxidantes (1) e de
Fenton (2):

1)02 —> 02 —> H202 —> H20+02
SOD GPx

(2) Oz + Fe¥* ——> 02+ Fe?*

(2) H202+ Fe?* ——> Fe3 + OH + OH'

Considerando este contexto, vale ressaltar que 0s processos que envolvem
EROs e antioxidantes, no entanto, ndo se limitam a processos patolégicos. A
sinalizagdo redox, definida como uma resposta celular a um oxidante de
determinado compartimento celular desencadeando uma série de efeitos na fungéo
celular, sob reacdes passiveis de reversdo, consiste uma das vias de atuagao
fisiologica tanto dos pro quanto dos antioxidantes. Dependendo do sinal, pode haver
alteracdo da transcricdo de genes, organizacdo do citoesqueleto, atividade dos
canais de calcio além de outras fungcdes celulares (WINTERBOURN, 2015). Neste
sentido, a producdo de moléculas antioxidantes néo é estrita a protecdo, a diferenca

7

entre sinalizacdo e defesa é simplesmente uma questdo de grau, tanto a
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superestimacdo de uma ou outra via pode-se ter consequéncias danosas (FINK;
SCANDALIOS, 2002; FORMAN; URSINI; MAIORINO, 2014).

2.2 ASPECTOS BASICOS DA FISIOLOGIA DA GESTAQAO, PARTO E
PERIPARTO.

Em mulheres, inUmeras alteracdes adaptativas ocorrem no corpo materno no
decorrer da gravidez como uma forma de ajuste a fim de garantir o crescimento do
feto, sobretudo no final da gestacdo, momento em que 0s processos metabdlicos da
gestante tornam-se mais intensos devido as interacfes bidirecionais entre a mae e o
feto em desenvolvimento (HADDEN; MCLAUGHLIN, 2009).

Quando comparadas as mulheres ndo gestantes, percebeu-se aumento da
quantidade de produtos resultantes da peroxidacao lipidica em mulheres gravidas
saudaveis no decorrer da gestacdo (LEKHARU et al.,, 2014; SWATI; SARVESH;
SOURABH, 2015) e consequentemente foi evidente o aumento das atividades da
SOD e GPx em mulheres gravidas (SOURABH, 2015), mesmo com declinio das
atividades enzimaticas da SOD, GPx, catalase e glutationa redutase com o avancar
da gravidez (LEKHARU et al.,, 2014). Sendo assim, acreditamos que 0 processo
gestacional demande maior atividade antioxidante do organismo para que haja

homeostase oxidativa.

Em éguas, assim como as outras femeas mamiferas, sdo perceptiveis
mudancas bioquimicas durante todo o periparto para que o organismo seja capaz de
manter os parametros sanguineos dentro dos niveis fisiologicos (HARVEY et al.,
2005) o que pde esses animais num estado de instabilidade devido as alteracdes
metabdlicas. Arfuzo et al. (2016) verificaram em éguas, diminuicdo em regulador
metabdlico energético, leptina, lipideos e lipoproteinas do fim da gestagéo e inicio do
pos-parto, e sugeriram que tais alteragcdes ocorram em funcdo das adaptacdes
hormonais e do metabolismo durante as condi¢Bes fisioloégicas especificas que
culmina com a producgao de leite, bem como sugerido por Castillo et al. (2005) no

que diz respeito as vacas leiteiras.

Com relacdo a esse periodo de transicdo entre pré-parto e pos-parto, foi
perceptivel em podneis diminuicdo nas quantidades de colesterol, triglicérides e
lipoproteina de alta densidade (HDL) no final da gestacdo e de &acidos graxos ndo

esterificados (NEFA) no periodo de lactacdo, mudancas que provavelmente ocorrem
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pela mobilizacdo para o tecido mamario (WATSON et al.,, 1993; HARVEY et al.,
2005), ja que o colostro é rico em gordura, especialmente em colesterol (PIKUL;
WOJITOWSKI, 2008) além da necessidade de 6rgéos que utilizam tais molécula
como substrato de hormdnios esteroides, como € o caso da placenta para producao
de progesterona (19822 apud WATSON et al., 1993).

Mesmo com uma gama de produtos oxidaveis, segundo Sgorbini et al. (2015)
€ conveniente inferir o possivel o papel da placenta da égua, do tipo epiteliocorial na
protecdo fetal & exposicao direta as EROs e outros estressores (ELLIOT, 2016).

Em um trabalho realizado em ovelhas, nao foi encontrada alteragéo no estado
oxidante total durante os dias um, cinco e 10 pds-parto, no entanto, observou-se que
a capacidade antioxidante foi maior com o passar dos dias pés-parto (SORIANO et
al., 2015). JA& em vacas, alteracdes no momento do parto s6 foram vistas na
atividade da SOD e na capacidade de reducéo do ferro plasmético, sugerindo que
esses animais sejam submetidos a mudancas rapidas e momentaneas no sistema
antioxidante durante o parto (GAAL et al., 2006) diferente do que foi visto por Castillo
et al. (2005), quando observaram uma oscilagédo no estado antioxidante total durante
a décima, sexta, segunda e primeira semana pré-parto e na primeira e segunda
semanas poés-parto, sem aumentos evidentes no periparto. Esses dois grupos de
pesquisa nao detectaram alteracdo nos parametros oxidativos durante o final da
gestacdo, parto e pos-parto em vacas. Em éguas, Sgorbini et al. (2015) verificaram
correlacdo positiva entre os parametros antioxidantes com os oxidantes, sugerindo
qgue haja uma resposta do sistema de defesa antioxidante durante o parto nos

equinos.

Deve-se somatizar a isso uma série de eventos que ocorrem durante o pés-
parto nas eéguas: eliminacdo de fluidos, reabsorcdo de microcarinculas,
reorganizacao das glandulas uterinas, prevencéo de infeccbes por meio de migracao
neutrofilica, etc. Pensando em todo esse conjunto de mudancas, associadas as
alteracdes na expressao de RNAm para os hormoénios esteroides que culminam com

a ocorréncia do cio do potro (JISCHA et al., 2008). Ou seja, em paralelo ao

2 ARTHUR, G. H.; NOAKES, D. E.; PEARSON, H. Pregnancy and its detection in the
mare. In Veterinary Reproduction and Obstetrics (5th edn), London, p 50—55, 1982.



27

reestabelecimento da homeostasia do organismo materno no pds-parto, as éguas ja
se preparam para a retomada da ciclicidade tornando-se aptas a ficarem prenhes
cerca de duas semanas pos-parto (GUNDUZ; KASIKCI; EKIZ, 2008), o que
hipotetizamos representar signicativas alteragcdes metabdlicas e oxidativas em um

periodo critico de lacta¢éo nas éguas.

2.3 ASPECTOS BASICOS RELACIONADOS AO NEONATO

O nascimento compreende uma série de eventos adaptativos ao novo
ambiente. Alguns autores sugerem que as EROs estejam envolvidas nessas
mudangas e que as mesmas ocorram ao longo da primeira semana de vida
(BUONOCORE et al.,, 2002). Em humanos, os recém-nascidos demonstraram
evidentes caracteristicas bioquimicas de desbalanco oxidativo durante os 3
primeiros dias (WILINSKA et al., 2015), o que pode estar associado a grande
presenca de &cidos graxos de cadeia longa encontrados no plasma sanguineo

neonatal.

Da mesma forma em potros, o potencial antioxidante biol6gico ao nascimento
foi muito inferior ao encontrado nas suas maes, mostrando pouca capacidade de
protecdo dos neonatos contra oxidantes (SGORBINI et al., 2015). O mesmo perfil foi
encontrado em bovinos (GAAL et al., 2006) e em suinos (YIN et al., 2013), quando
0S neonatos apresentaram maiores quantidades de radicais livres e menor atividade

da SOD no primeiro dia de vida pos-parto quando comparados as maes.

Em experimento com bebés pretermo e a termo foi verificado que ambos
apresentaram desequilibrio oxidativo persistente na primeira semana de vida, apesar
de maior nos prematuros. Sugeriu-se que esse desbalanco seja devido as grandes
quantidades de produtos de peroxidacao lipidica e oxidacéo proteica, configurando
um evento fisioldgico e natural dos recém nascidos (BUONOCORE et al., 2002).
Somado a isso, Friel et al. (2004) notaram que em bebés o aumento das atividades
enzimaticas da SOD e catalase ocorreu entre um e trés meses de vida, ou seja, 0
processo de adaptacédo ao ambiente talvez seja um pouco mais prolongado e ndo se
resuma ao periparto. Corroborando com isso, Yin et al. (2013) sugeriram que em
suinos, entre o sétimo e o 21° dia de vida a injaria oxidativa reduza gradativamente.

Em cordeiros, foi perceptivel uma diminuicdo do estado oxidante tota por volta do
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quinto dia pds-parto, e associado a isso, altos niveis da capacidade antioxidante
total no primeiro dia de nascidos (SORIANO et al., 2015).

Quando submetidos ao ambiente hiperdxico, 0s neonatos devem ser capazes
de responder aos efeitos téxicos do oxigénio. Foi notado, que coelhos recém-
nascidos a termo, condicionados ao ambiente rico em oxigénio demonstraram
adequada capacidade de resposta por meio de enzimas antioxidantes mensuradas
no pulméo. No entanto, nos animais prematuros foi encontrada falha na capacidade
de resposta enzimatica quando expostos a tal ambiente, sendo mais susceptiveis ao
efeito toxico do oxigénio devido aumento dos indicadores da peroxidacao lipidica
induzida pelo oxigénio (FRANK; SOSENKO, 1991).

Diante dessas informacdes, € evidente a necessidade das alteracbes nos
sistemas enzimaticos fetais no final da gestacdo, que preparam o pulméo e
consequentemente proteger neonato da hiperoxia ao nascimento. ISso porque a
capacidade de defesa antioxidante deste O6rgdo parece ser uma das mudancas
necessarias na maturacao intrauterina, com a finalidade de garantir uma adaptacéo
bem sucedida do pulmd@o ao seu novo ambiente e a nova funcao respiratoria do
recém-nascido (FRANK; GROSECLOSE, 1984). Esses autores hipotetizaram que o
aumento das atividades dessas enzimas antioxidantes esteja relacionado com a
diferenciacdo final das células responsaveis pela producdo de surfactante, um
indicador de maturagdo pulmonar. E relevante salientar, entretanto, que ambos
enzima antioxidante e agente oxidante estdo envolvidos nesse processo de

maturacdo pulmonar que envolve a distensdo vascular (FARROW et al., 2008).

Na medicina humana, sobretudo na neonatologia (SHAHAB et al., 2008), a
funcdo antioxidante da bilirrubina é bastante estudada e seu efeito protetor é
evidente. A bilirrubina foi efetiva na capacidade antioxidante no plasma sanguineo
humano (MCLEAN et al., 2007) e foi sugerido que seu efeito tenha seletividade na
protecdo dos lipideos, quando comparada a protecdo conferida as proteinas,
provavelmente pelo seu carater lipossoliuvel e por ter sido constatada sua
incapacidade de reverter a oxidacdo de proteinas pelo peroxido de hidrogénio bem

como feito pelo ascorbato e pelo GSH (SEDLAK et al., 2009).

O processo de maturacdo do sistema antioxidante parece ser um evento

comum em mamiferos, pelo menos em quatro espécies analisadas (coelho, porco da
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inda, hamster e rato) foi verificado que houve um rdpido aumento da atividade
enzimatica (SOD, GPx e catalase) de 150 a 200% em média durante 10 a 15% do
periodo final da gestacdo normal quando analisadas amostras dos fetos durante tal
periodo (FRANK e SOSENKO, 1987).

Em experimento com bebés suplementados com aminoacidos essenciais para
sintese de GSH, foi perceptivel que a disponibilizacdo desse antioxidante no
segundo dia de vida foi aumentada, e sendo assim, foi proposto que essa elevacéo
auxilie na diminuicdo do desbalanco oxidativo pdés-parto (ROOK et al.,, 2010).
Baseado nisso é possivel sugerir que a ingestdo colostral pode ter influéncia
consideravel no estabelecimento da homeostase oxidativa apdés o0 nascimento
(ABUELO et al, 2014), uma vez que em bovinos foram constatadas suas
propriedades antioxidantes (PRZYBYLSKA; ALBERA; KANKOFER, 2007).

Junto a isso é relevante expor que apdés o nascimento, com o inicio da
respiracdo pulmonar e exposi¢cao ao ambiente hiperdxico vias metabdlicas aerdbicas
sdo acionadas (MUTINATI et al.,, 2014) e a acdo enzimatica antioxidante é
influenciada pelo aumento do metabolismo, como verificado em porcos da india em
que a atividade da SOD aumentou consideravelmente com o passar dos dias p0s-
nascimento (RICKETT; KELLY, 1990).

A ativacao do sistema de defesa, por exemplo, pode ser grande influenciador
no que diz respeito ao aumento de oxidantes como foi sugerido por Soriano et al.
(2015) em cordeiros no primeiro dia de vida, ja que ela est4 envolvida com a defesa
contra 0s microrganismos e que 0s neonatos estao submetidos a intensos desafios

nos primeiros dias de vida considerando que a defesa imune do neonato é imatura.
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3 OBJETIVOS GERAIS

Investigar determinadas variaveis oxidativas e antioxidantes de éguas
gestantes e de neonatos saudaveis, com a finalidade de conhecer o estado oxidativo
dos equinos durante o periodo perinatal.
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4 ESTADO OXIDATIVO EM NEONATOS EQUINOS: ANTI E PROXIDANTES

RESUMO

Em recém-nascidos, a exposicdo ao ambiente extrauterino com alta tensdo de
oxigénio e subita adaptacdo pulmonar levam a um aumento na formacdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs). Estas moléculas extremamente instaveis sao
capazes de formar ligacées cruzadas com lipidios, proteinas e bases nitrogenadas
do DNA resultando na desestabilizacdo celular, comprometimento da funcéo e
destruicdo do DNA podendo alterar processos vitais. No entanto, sabe-se que as
EROs também desempenham diversos papeis fisiolégicos essenciais no
desenvolvimento fetal e neonatal. Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar o estado oxidativo de neonatos equinos saudaveis, a partir de sistemas
enzimatico e ndo enzimatico, durante a primeira semana de vida. Foram avaliados
24 potros e as coletas foram realizadas em quatro tempos sendo eles: cinco minutos
apos o nascimento, as 12, 72 e 168 horas de nascidos. Como parametros oxidativos
foram avaliados as TBARS. Foram mensuradas as atividades das enzimas SOD e
GPX com intuito de verificar protecdo antioxidante enzimética, e quantificadas as
concentracfes seéricas de bilirrubinas total, direta e indireta a fim analisar um dos
possiveis componentes da protecdo ndo enzimatica. A SOD ndo apresentou
diferenca significativa no tempo analisado. As concentracdes de bilirrubina foram
mais baixas no primeiro tempo avaliado e tanto a bilirrubina total quanto a indireta
elevaram-se as 12 horas e entdo cairam entre as 72h e 168h. Ja a GPx demonstrou
aumento da sua atividade nos tempos 12 e 72h quando comparada ao tempo Oh.
Foram verificados altos niveis de TBARS no primeiro momento pos-nascimento, uma
conseguinte diminuicdo as 12h seguida de estabilizacdo dos demais tempos. Desta
forma, concluimos que a peroxidacdo lipidica ao nascimento apresentou-se alta
sugerindo um balanco pré-oxidativo durante tal periodo, o que poderia caracterizar
um aumento nos niveis de EROs com finalidade de completar importantes eventos
fisioloégicos. Quanto a bilirrubina indireta e a GPx podemos sugerir que frente aos
altos niveis da peroxidacéo lipidica houve um estimulo para ativacdo dos sistemas
antioxidantes que envolvem essas biomoléculas e que as duas tenham agido
concomitantemente visando manter os elevados niveis de EROs em niveis nao

prejudiciais.

Palavras-chave: TBARS. GPx. Potros. Peroxidagao lipidica. Bilirrubina.
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ABSTRACT

In newborns, exposure to the extrauterine environment with high oxygen tension and
sudden pulmonary adaptation leads to an increase in the formation of reactive
oxygen species (ROS). These extremely unstable molecules are able to cross-link
with lipids, proteins and nitrogenous bases of the DNA, resulting in cellular
destabilization, impairment of function and destruction of DNA, which can alter vital
processes. However, it is known that ROS also play a number of essential
physiological roles in fetal and neonatal development. Thus, the objective of the
present study was to evaluate the oxidative status of healthy equine neonates from
enzymatic and non-enzymatic systems during the first week of life. Twenty four foals
were evaluated and the samples were collected in four times: five minuts after birth,
at 12, 72 and 168 hours of birth. TBARS was evaluated as oxidative parameters. The
activities of SOD and GPX enzymes were measured in order to verify enzymatic
antioxidant protection, and total serum concentrations of total and direct bilirubin
were quantified in order to verify part of the non-enzymatic protection. SOD showed
no significant difference in the time analyzed. Bilirubin concentrations were lower in
the first time evaluated and both total and indirect bilirubin increased at 12h and then
fell between 72h and 168h. On the other hand, GPx showed an increase in its activity
in times 12h and 72h when compared to time Oh. High levels of TBARS were
observed in the first post-birth moment, a consequent decrease at 12h, followed by
stabilization of the other times. However, we concluded that lipid peroxidation at birth
was high suggesting a pro-oxidative balance during such period, which could
characterize an increase in the levels of ROS in order to complete important
physiological events. Regarding indirect bilirubin and GPx, we can suggest that in the
face of the high levels of lipid peroxidation there was a stimulus for the activation of
the antioxidant systems that involve these biomolecules and both have acted
concomitantly in order to maintain the high levels of ROS at non detrimental levels.

Kee-words: TBARS. GPx. Foal. Lipid peroxidation. Bilirubin.
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4.1 INTRODUCAO

Em recém-nascidos, a exposi¢cdo ao ambiente extrauterino com alta tensdo de
oxigénio e subita adaptacdo pulmonar levam a um aumento na formacdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs). Estas moléculas extremamente instaveis sao
capazes de formar ligacées cruzadas com lipidios, proteinas e bases nitrogenadas
do DNA resultando na desestabilizagdo celular, comprometimento da fungcéo e
destruicdo do DNA, podendo alterar processos vitais (AUGUSTO, 2006; RAHMAN,
2007).

Sabe-se que as EROs desempenham diversos papeis fisioldégicos essenciais
no desenvolvimento fetal e neonatal como maturacdo e desenvolvimento neuronal
(TSATMALI; WALCOTT; CROSSIN, 2005), atuam na proliferacdo de fibroblasto
quando em baixas concentracfes (MURRELL; MARTIN; BROMLEY, 1990), além de
papel regulatério e sinalizador (JANKOV; NEGUS; TANSWELL, 2001). No entanto,
qgquando um desequilibrio na relacdo oxidantes/antioxidantes ocorre em favor dos
agentes deletérios had propensdo de algumas anormalidades como a isquemia
cerebral em cordeiros (REY-SANTANO et al.,, 2011) e outros disturbios biol6gicos
em neonatos humanos como prematuridade, displasia broncopulmonar e retardo de
crescimento (KAMATH et al., 2006; RAO et al., 2003).

Para debelar os efeitos deletérios das EROs, o organismo dos mamiferos
conta com um poderoso sistema antioxidante enzimatico e ndo enzimatico. Em
humanos, sabe-se que as enzimas glutationa peroxidase (GPx), superoxido
dismutase (SOD) e catalase estdo envolvidas na defesa antioxidante enzimatica
neonatal (GURZANOVA-DURNEV; ZISOVISKA; DOSIC-MARKOVSKA, 2014;
SHAHAB et al., 2008). As vitaminas C e E, adquiridas pela dieta (ABDUL-RAZZAK,
et al.,, 2007; HUERTA et al.,, 1997; ROBLES; PALOMINO; ROBLES, 2001),
juntamente com a bilirrubina e a glutationa (GSH) enddgenas compdem parte do
sistema nao enzimatico (SEDLAK et al., 2008; WIEDEMANN; KONTUSH; FINCKH,
2003). Sobre a bilirrubina, é proposto que seus altos valores estejam relacionados
com a peroxidacdo lipidica em bebés, desempenhando um provavel papel
antioxidante (SHAHAB et al., 2008).
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Nos neonatos equinos, até o presente momento ndo foram encontrados
trabalhos que associassem enzimas e bilirrubinas como agentes antioxidantes.
Sgorbini et al. (2015) conduziram um experimento envolvendo o estado oxidativo
comparativo entre éguas e seus potros ao nascimento e verificaram menor potencial
biolégico antioxidante nos neonatos. Em bebés, foi proposto que na primeira
semana de vida ocorra um aumento de subprodutos da peroxidacdo e que tal
condicdo possa ser fruto de um sistema antioxidante pouco eficiente associado com

0 aumento da presséo de oxigénio ambiental (BUONOCORE et al., 2002).

Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o estado oxidativo de
neonatos equinos saudaveis, a partir de sistemas enzimatico e ndo enzimatico,

durante a primeira semana de vida.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Animais

Foram avaliados vinte e quatro potros nascidos durante as estacdes de
2011/2012 e 2012/2013 em Piracaia, S&o Paulo - Brasil, latitude 23° 03’ 14” S e
longitude 46° 21’ 29”. Os critérios de inclusao foram: eutocia e neonatos com escore
APGAR 7 ou 8 (KNOTTEMBELT et al., 2004) aos trés e sessenta minutos apos
nascimento. O experimento foi aprovado e desenvolvido conforme as diretrizes da
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, sob o protocolo nUmero 2441/2011.
4.2.2 Coleta e armazenamento das amostras

Foram coletadas amostras de sangue total por venopuncéo jugular em tubos
estéreis (Gel BD SST® Il Advance®, BD, Brasil). Quatro momentos foram
considerados: cinco minutos apos o0 nascimento (momento 0), as 12; 72; e 168 horas
de vida dos potros. Os tubos contendo as amostras foram submetidos a
centrifugacédo a 1500 rpm durante 10 minutos para separacdo do soro. Em seguida,
as amostras de soro foram aliqguotadas e armazenadas em criotubos a -20° C, para
posteriores andlises: concentracfes séricas de bilirrubina total (BILIT), bilirrubina
direta (BILID) e bilirrubina indireta (BILIl); grau de peroxidacdo lipidica pela
concentracédo do TBARS; e atividade das enzimas SOD e GPx.

4.2.3 Analises bioquimicas

Apbs o descongelamento das aliquotas de soro sanguineo, foram analisadas
concentracdes séricas de BILIT, BILID e BILIlI por meio de analisador bioquimico da
marca Randox® (modelo Daytona, Crumlin, Co. Antrim, United Kingdom) com

reagentes especificos para o equipamento.
4.2.4 Analises oxidativas

A peroxidagdo lipidica nos neonatos foi avaliada por meio do teste das
Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitdrico (TBARS), a reacdo de duas moléculas
de &cido tiobarbitirico com uma molécula de malondialdeido (MDA) produzindo um
complexo de coloragéo rosea quantificado por espectrofotometria, com comprimento

de onda de 532 nm (Ultrospec 3300 pro®, Amersham Biosciences).
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No que diz respeito a quantificagdo da enzima GPx em soro sanguineo seguiu
a técnica descrita por Nichi et al. (2007), e a determinacdo da atividade da enzima
SOD foi realizada segundo a técnica proposta por Flohé e Otting (1984), sendo
medida indiretamente, por meio da taxa de reducdo do citocromo C pelo Oz

determinando-se a taxa de diminui¢éo da reducéo do citocromo C.
4.2.5 Analise estatistica

Foi utilizado o programa SAS System for Windows (SAS, 2000) para analise
dos dados. Previamente, os dados foram testados quanto a normalidade dos
residuos e homogeneidade das variancias, quando néo respeitadas as premissas,
os dados considerados outliers foram retirados e os valores foram transformados
(raiz quadrada, logaritmico e inversdo) para aplicacdo da estatistica paramétrica. O
efeito dos momentos de avaliacdo foi avaliado através do teste de médias Tukey.

Além disto, os dados foram submetidos ao teste de correlacdo de Pearson (p<0,05).
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este trabalho avaliou de forma inédita o estado oxidativo de neonatos equinos
saudaveis, a partir de sistemas enzimético, pela mensuracdo das enzimas glutationa
peroxidase (GPx) e superoxido dismutase (SOD), e nado enziméatico, pela
quantificacdo da bilirrubina, associados com a peroxidacao lipidica, por meio da
quantificacdo do malondialdeido (MDA) pelo teste das Substancias Reativas ao
Acido Tiobarbitirico (TBARS) aos cinco minutos, 12, 72 e 168 horas pos

nascimento.

Nossos resultados demonstram que a SOD n&o variou durante o periodo
estudado (Tabela 1), corroborando com os autores que ndo detectaram efeito
significativo dessa enzima no mesmo periodo analisado para neonatos humanos
(FERENCZ; ORVOS; HERMESZ, 2015; SHAHAB et al., 2008). Ishida et al. (1997)
verificaram, por meio do teste de Ressonancia de Spin Eletrénico, que houve grande
habilidade dos potros em remover o anion superoxido do plasma sanguineo logo
apos o0 nascimento e tal capacidade foi diminuida progressivamente nas 72 horas e
168 horas de vida, a partir disso, podemos sugerir que outros mecanismos possam
estar envolvidos na remocdo do superéxido e por isso ndo houve alteracdo da

atividade dessa enzima no presente estudo.

Em contrapartida, Yin et al. (2013) realizaram experimento com leitbes no
qual os animais foram abatidos nos dias um, sete, 14 e 21 pO6s nascimento, e
observaram que a atividade da SOD plasmatica apresentou aumento entre leitbes
com um dia de vida quando comparados aqueles com sete dias de vida. Foi
demonstrado também que tanto o aumento da atividade dessa enzima quanto a
expressdo do seu RNA mensageiro (GAAL et al., 2006) foram significativos na
primeira semana de vida. Ja em bovinos, foi conferida a SOD papel protetor contra
peroxidacéo lipidica em bezerros (GAAL et al., 2006). Nossos resultados sugerem
gue a atividade da SOD né&o variou na primeira semana de vida dos potros, diferente
dos neonatos suinos e bovinos. Foi proposto por Buetler, Krauskopf e Ruegg (2004)
que o anion superoxido esta envolvido em func¢des biolégicas como relaxamento
vascular quando associado ao Oxido nitrico, com a sinalizagdo celular e com
crescimento e diferenciacdo das células e tecidos. Foi pressuposto também por

esses autores que dependendo das suas concentracdes o papel deste anion pode
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variar de benéfico a destruidor. Neste sentido, uma vez que no presente trabalho
foram avaliados potros higidos, a ndo variagcdo da SOD pode ser atribuida a fungéo
fisiologica do superéxido respeitando um provavel limiar que é incapaz de provocar

alteracdo no sistema antioxidante.

A SOD compde um grupo classico de defesa enzimatica contra as EROs e
tem por fungéo catalisar o &nion superoxido tendo como produtos o oxigénio na sua
forma molecular e o peroxido de hidrogénio (PERRY et al., 2010) reduzindo nesse
sentido as quantidades circulantes do superéxido. Apesar disso foi proposto por
Kwak et al. (1991) em um estudo conduzido in vitro com células do sistema nervoso,
qgue a bilirrubina inibiu a producéo do anion superéxido, 0 que sugere que a mesma
funcione como antioxidante. Assim, como alternativa para néo variagdo da SOD na
primeira semana de vida dos neonatos deste trabalho propomos que seja devido a
um provavel efeito inibitério da bilirrubina na geracdo do anion superoxido. De forma
semelhante Shahab et al. (2008) propuseram que em bebés os valores de SOD nao
teriam alterado devido ao desbalanco oxidativo ocorrido nos neonatos ter sido
debelado pelo aumento da bilirrubina indireta nesses individuos. Corroborando com
este presuposto, diferencas estatisticas significativas entre todos os momentos
avaliados foram detectadas nas dosagens de BILIT, BILID e BILIl. No tempo Oh,
todas as concentragdes foram mais baixas com relacdo aos demais tempos. Tanto a
bilirrubina total quanto a indireta elevaram-se as 12 horas e entdo cairam entre as
72h e 168h. Ja a BILID apresentou um pico apenas no tempo 72h (Tabela 1 e Figura
1). A bilirrubina ndo conjugada ou indireta é apontada como potente antioxidante em
humanos (SALOMONE et al.,, 2013). Ao submetermos os dados ao teste de
correlacdo de Pearson, foi observada correlagéo significativa entre a BILIT e BILII (r
= 0,99 e p < 0,0001), essa correlacdo possivelmente justifica o padrdo similar
apresentado por elas durante os tempos analisados. Com isso verificamos que a
principal forma da bilirrubina encontrada no organismo até 168 horas pos-
nascimento dos neonatos equinos é BILIl, e desta forma propomos que esta seja a
principal bilirrubina envolvida na agao protetora aos oxidantes para estes animais.
Assim, como alternativa para nao variagdao da SOD na primeira semana de vida dos
neonatos deste trabalho propomos que seja devido a um provavel efeito inibitério da

bilirrubina na geracao do anion superoxido.
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Até o momento ndo ha um mecanismo de acgéo estabelecido para a bilirrubina
como agente antioxidante, o que se hipotetiza é que, em baixas concentragdes, seu
papel protetor esteja relacionado a um ciclo onde ao reagir com uma ERO esta seria
neutralizada e a bilirrubina seria oxidada a biliverdina, e a ultima seria reduzida outra
vez, pela biliverdina redutase, a bilirrubina (SEDLAK; SNYDER, 2004).

Em experimento medindo o consumo de bilirrubina foi verificado que a mesma
teve suas concentracdes reduzidas quando colocadas em diferentes sistemas
contendo diferentes oxidantes como o superéxido e o peroxido de hidrogénio,
sugerindo dessa forma que essa biomolécula aja na eliminacdo das EROs (JANSEN
et al., 2010). Junto a isso, foi sugerido que haja uma maior transferéncia de
bilirrubina materno-fetal em estudo com mulheres e seus bebés o que poderia ajudar
0 recém-nascido a debelar, pelo menos em parte, 0 estresse oxidativo induzido,
agindo como mecanismo compensatério que o parto ocasiona (DIAZ-CASTRO et al.,
2015). Gorecka et al. (2002) verificaram que na segunda semana prévia ao parto as
éguas apresentaram maiores valores de bilirrubina quando comparados aos sexto
més gestacional e na quarta semana pos-parto, bem como Harvey et al. (2005)
perceberam esse aumento consideravel no segundo més prévio ao parto e no parto
com rapida diminuicdo no primeiro més pés-parto. Essas evidéncias nos levam a
propor gque isso provavelmente ocorreu devido a transferéncia de bilirrubina da méae

para o feto como citado anteriormente em humanos.

Observamos que a BILII se apresentou mais alta as 12 horas de vida dos
potros, momento em que o grau de peroxidacéo lipidica observado pelo TBARS
(Tabela 1) se manteve estavel quando comparado ao momento do nascimento.
Nossos resultados também demonstraram uma correlagédo negativa baixa (r = - 0,25
e p < 0,0024), porém significativa, entre a BILIl e as TBARS propondo o carater
protetor dessa biomolécula contra a peroxidagdo lipidica plasméatica (STOKER,
GLAZER e AMES, 1987). Isso corrobora com Sedlak et al. (2009) que indicaram que
a bilirrubina esteja envolvida na protecdo contra os ataques oxidativos aos lipideos
constituintes das membranas celulares e com Shahab et al (2008) que verificaram
uma maior capacidade antioxidante total no grupo de bebés com maior nivel de
bilirrubina associado a um decréscimo progressivo na peroxidagdo lipidica. Vale
ressaltar que ndo foram encontrados trabalhos com parametros de referéncia para

os valores de bilirrubina para equinos ao nascimento, limitando as comparacdes,



40

tornando inéditos os valores aqui apresentados. Niveis muito altos de bilirrubina ao
nascimento podem levar a um processo patologico que afeta o sistema nervoso
denominado Kernicterus, raro em potros (LOYNACHAN; WILLIAMS; FREESTONE,
2007) e mais recorrente em bebés, onde pbde-se observar menor capacidade
antioxidante total e enzimas antioxidantes (SHAHAB et al, 2008). Baseado nisso, é
evidente a importancia do estabelecimento dos valores de bilirrubinas em neonatos
saudaveis apresentados neste trabalho, como parametros de referéncia e

intervencao em caso de afeccoes.

O MDA, um subproduto da reacdo catalitica entre EROs e lipidios, € um
biomarcador amplamente utilizado ja que indiretamente nos revela o grau de
peroxidacao lipidica pela reacéo colorimétrica com o TBA (teste das TBARS) (KHAN;
MATHAROO-BALL; SHAW, 2010; NICHI et. al, 2007; SARICI et al., 2015). Nossos
resultados demonstraram haver diminuicdo nas concentra¢cdes do TBARS do dia do
nascimento para as 72 e 168 horas pos-parto nos potros (Tabela 1), resultados que
estdo de acordo com a literatura consultada em suinos (YIN et al., 2013), onde foi
observada diminuicdo do MDA do grupo de leitbes abatidos no primeiro dia pos
nascimento para o grupo abatido sete dias de nascidos. Sugerimos que essa
reducdo provavelmente seja reflexo da eficiéncia do sistema antioxidante, mais
especificamente da BILII e também que a mesma poupou 0s demais sistemas
antioxidagdo nas primeiras 72h de vida, conforme também discutido por Shahab et
al. (2008) em bebés.

A atividade da GPx apresentou-se menor no tempo Oh, quando comparada
aos tempos 12h e 72h, mas semelhante ao tempo 168h (Tabela 1). Este achado
difere do trabalho realizado em neonatos suinos por Yin et al. (2013), onde houve
aumento da atividade da GPx do grupo analisado no primeiro dia pés-parto para o
grupo analisado aos sete dias de vida, no entanto vale ressaltar que as amostras
foram colhidas um dia apdés parto, diferindo do presente estudo no qual coletamos
aos cinco minutos apos o parto. Em bezerros, os resultados encontrados por Gaal et
al. (2006) nao demonstraram aumento da atividade desse sistema tanto no dia do
parto, pré ingestédo de colostro, quanto nos dias trés, sete, 14 e 21 de nascidos.

A GPx é responsavel pela remocdo de peroxidos de hidrogénio e peréxidos

organicos (NG ey al., 2007), moléculas responsaveis pelo aumento da peroxidacao
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lipidica (AYALA; MUNOZ; ARGUELLES, 2014). No presente estudo, a GPx
apresentou correlacdo negativa com as TBARS (r = - 0,179 e p = 0,0316) e positiva
tanto com a BILIT como com a BILIl (r = 0,242 e p = 0,002; r = 0,201 e p = 0,01,
respectivamente). Desta forma, propomos que a GPx agiu de forma conjunta com a
BILII combatendo a peroxidacdo lipidica ja que apO6s aumento de ambos
antioxidantes houve estabilizacdo das TBARS as 12h e reducédo as 72h, momento
em que a BILIl se mostrou reduzida provavelmente pelo seu consumo (Tabela 1),
como proposto por Benaron e Bowen (1991) onde a mesma teria sido consumida
em situacao de desbalanco oxidativo. Esses achados confluem paro o mesmo ponto
de Sedlak e Snyder (2004) que mencionaram um possivel papel complementar entre
a bilirrubina e o0 GSH (substrato utilizado pela GPx). Em bebés, foi possivel verificar
que a atividade da GPx foi maior quanto maiores as concentracfes do MDA,

provavelmente pela maior quantidade de lipideos oxidados (LAZAR et al., 2014).

Como ja mencionado, poucos estudos foram realizados relacionando pro-
oxidantes e antioxidantes na neonatologia equina. Sgorbini et al. (2015), utilizando
metodologia diferente da realizada no presente trabalho, porém com fins de
mensurar a concentracdo dos metabolitos reativos ao oxigénio e o potencial
bioldégico antioxidante no plasma sanguineo venoso materno, da artéria umbilical e
do sangue venoso dos potros, no momento do parto, verificaram que 0s recém-
nascidos apresentaram menor potencial antioxidante bioldgico tanto pelo cordao
umbilical quanto do plasma sanguineo venoso, quando comparados aos adultos.
Esses autores propuseram que o sistema antioxidante dos potros € ativado frente
aos oxidantes horas ap6s o nascimento, quando entdo, 0S neonatos sao expostos a
um ambiente hiperdxico. Além disto, Yin et al. (2013) relataram que a homeostase
oxidativa dos neonatos € recuperada gradualmente com o desenvolvimento e
ativacéo dos sistemas antioxidantes. Desta forma, nossos resultados complementam
0s obtidos por Yin et al. (2013) e Sgorbini et al. (2015), onde proximo ao nascimento
encontramos valores mais baixos tanto das bilirrubinas quanto da GPx quando

comparados as 12 horas pos parto (Tabela 1).



42

Tabela 1 - Influéncia dos periodos 5 minutos, 12, 72 e 168 horas pos-nascimento na atividade das
enzimas antioxidantes GPx e SOD, no grau de peroxidacdo lipidica (TBARS) e nos niveis das

bilirrubinas total (BILIT), direta (BILID) e indireta (BILIl) em potros.

VARIAVEIS TEMPO APOS NASCIMENTO VALOR DE P
(M+EPM)
5 min 12 h 72 h
SOD 84,372 86,492 91,192 84,8122 0,929
GPx 44,10 59,762 67,862 54,543 0,019
BILIT 3,25° 4,692 3,31° <0,0001
BILID 0,38¢ 0,55¢ 0,72° <0,0001
BILII 2,86 4,112 2,50 <0,0001
TBARS 419,532 325,75% 331,05 298,83° 0,008

Letras diferentes nas mesmas linhas indicam diferenca significativa (p < 0,05).

Figura 1 - Comportamento das bilirrubinas nos diferentes tempos, pds nascimento de neonatos

equinos.
b
5 4 69°
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3,31°
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E 3 2,52 —BILIT
E B
5 2,86 g ——BILID
1 89¢ BILII
1 |p38 0,55° 0,72* 0,63
0
5 min 1Zh 72h 168h

Tempo

Letras diferentes nas mesmas linhas indicam diferenca significativa (p < 0,05).

Legenda: BILIT (bilirrubina total); BILID (bilirrubina direta); BILII (bilirrubina indireta).
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4.4 CONCLUSAO

A partir dos antioxidantes mensurados neste trabalho sugerimos que a SOD
talvez ndo desempenhe papel efetivo durante o periodo neonatal avaliado ou que
sua atividade nao tenha sido alterada pela auséncia de um desafio, ja que todos os
animais deste experimento eram saudaveis. A peroxidacédo lipidica ao nascimento
apresentou-se alta sugerindo um balanco pré-oxidativo durante tal periodo, o que
poderia caracterizar um aumento nos niveis de EROs com finalidade de completar
importantes eventos fisiolégicos. Em contrapartida, tanto a BILIl quanto a GPx
encontravam-se baixas ao nascimento e aumentaram suas concentracdes nas 12h
pdés parto, com isso, podemos sugerir que frente aos altos niveis da peroxidacéo
lipidica houve um estimulo para ativagdo dos sistemas antioxidantes que envolvem
essas biomoléculas e que as duas tenham agido concomitantemente visando manter

os elevados niveis de EROs em niveis ndo prejudiciais.
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5 INFLUENCIA DA PARIDADE NO ESTABELECIMENTO DA HOMEOSTASE
OXIDATIVA EM EGUAS GESTANTES E PERIPARTURIENTES

RESUMO

S&o evidentes as inumeras alteragcdes metabdlicas que ocorrem com o avancar da
gestacdo nas éguas e com isso, presume-se que produtos passiveis de oxidacao
estejam mais abundantes no periodo gestacional bem como a producgéo de espécies
reativas de oxigénio (EROSs), jA que no decorrer da gestacdo ha uma alta demanda
metabdlica, energética e consequentemente maior demanda de oxigénio. Sendo
assim, é pressuposto que haja a maior necessidade das fémeas prenhes de
ativarem os sistemas de defesa na tentativa de estabelecer a homeostase oxidativa,
uma vez que os antioxidantes extracelulares sdo responsaveis por prevenir tanto a
oxidacdo lipidica quanto proteica. Desta forma, esta pesquisa objetivou investigar as
mudancas do estado oxidativo pela mensuracdo da atividade de enzimas
antioxidantes (glutationa peroxidase - GPx e superdxido dismutase - SOD),
mensuracao do metal ferro, e graus de peroxidacao lipidica e oxidacédo de proteina
durante o terco final da gestacao, parto e pos-parto de éguas conforme a paridade
com a hipotese de que as femeas nuliparas possuem maior dificuldade de
estabelecer a homeostase oxidativa ao longo do periodo estudado. Para tanto,
utilizou-se 20 éguas divididas em dois grupos experimentais, nuliparas e pluriparas.
Foram quantificados as TBARS, oxidac&o proteica e o ferro total como parametros
dos processos oxidativos, ja as enzimas SOD e GPx foram as referéncias para a
defesa antioxidante. Nossos resultados indicaram efeito de interacéo entre paridade
e tempo gestacional apenas para o ferro total. Assim como a SOD, a oxidagao
proteica ndo apresentou alteracdo significante no periodo estudado. Tanto a GPx
guanto as TBARS apresentaram apenas efeito de tempo, com evidente alteracao
entre o parto e o0 poés-parto, sendo que houve aumento e diminuicao,
respectivamente, da atividade e das concentracdes dessas variaveis. Concluimos,
portanto que a paridade nao tem influencia sobre o estabelecimento da homeostase
oxidativa em éguas e que no momento do parto as mesmas passam por um

desbalanco oxidativo transiente.

Palavras-chave: TBARS. GPx. Gestacao. Peroxidagéo lipidica. Equinos.
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ABSTRACT

The innumerable metabolic alterations that occur with the advancement of gestation
in mares are evident and it is presumed that products susceptible to oxidation are
more abundant in the gestational period as well as the production of reactive oxygen
species (ROS), since during the course of gestation there is a high energy demand
and consequently a greater oxygen demand. Thus, it is assumed that there is a
greater need for pregnant females to activate the defense systems in an attempt to
establish oxidative homeostasis, since extracellular antioxidants are responsible for
preventing both lipid and protein oxidation. The objective of this research was to
investigate the changes in the oxidative status by measuring the activity of
antioxidant enzymes (glutathione peroxidase, GPx and superoxide dismutase, SOD),
iron metal measurements, besides lipid and protein oxidation during the final third of
gestation and postpartum of mares according to parity with the hypothesis that
primiparous have greater difficulty in establishing oxidative homeostasis throughout
the studied period. Twenty mares were divided into two experimental groups,
primiparous and multiparous. TBARS, protein oxidation and total iron were quantified
as parameters of the oxidative processes, whereas the SOD and GPx enzymes were
the references for the antioxidant defense. Our results indicated interaction effect
between parity and gestational time only for total iron. As with SOD, protein oxidation
showed no significant change in the period studied. Both GPx and TBARS presented
only a time effect, with an evident alteration between foaling and postpartum, and
there was an increase and decrease, respectively, in the activity and concentrations
of these variables. We conclude, therefore, that parity has no influence on the
establishment of oxidative homeostasis in mares and that at the time of delivery they

undergo transient oxidative imbalance.

Kee-words: TBARS. GPx. Gestation. Lipid peroxidation. Equine.
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5.1 INTRODUCAO

S&8o evidentes as inumeras alteracdes metabodlicas que ocorrem com o
avancar da gestacdo nas éguas (BAZZANO et al.,, 2014a, 2014b, 2014c, 2016a,
2016b) e com isso, presume-se que a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) seja aumentada, j& que no decorrer da gestacdo ha uma alta demanda
energética e consequentemente maior demanda de oxigénio. Sendo assim, é
pressuposto que haja maior necessidade das fémeas prenhes de ativarem o0s
sistemas de defesa na tentativa de manter a homeostase oxidativa, uma vez que 0s
antioxidantes extracelulares sédo responsaveis por prevenir tanto a oxidacao lipidica
guanto proteica (OTTAVIANO; HANDY; LOSCALZO, 2008).

Sabe-se que dentre as EROs o radical hidroxila é altamente danoso as
células e o mesmo pode ser produzido a partir de uma recdo especifica denominada
de Fenton (KEHRER, 2000; THOMAS et al.,, 2009). Na presenca do anion
superéxido e do ferro gera-se o radical hidroxila que ao reagir com acidos graxos
insaturados desencadeia uma cascata de peroxidacdo lipidica das membranas
biolégicas e lipoproteinas (apude CASANUEVA; VITERI, 2003; ERCAL; GURER-
ORHAN; AYKIN-BURNS, 2001).

O estado oxidativo no decorrer da gestacdo das mulheres € amplamente
estudado (DIAZ-CASTRO et al., 2015, LEKHARU et al, 2014; PATIL;
KODLIWADMATH; KODLIWADMATH, 2007; UPADHYAYA et al., 2005). Relatos
indicam um aumento de biomarcadores oriundos dos danos promovidos pelas EROs
sobre lipidios e proteinas tanto sob processo patolégico (COUGHLAN et al., 2004)
como em mulheres gravidas saudaveis quando comparadas com nao gravidas
(LEKHARU et al., 2014). Ainda assim, foi sugerido por Manzano et al. (2015) que um
bom estado antioxidante de mulheres no terceiro trimestre gestacional esta
relacionado positivamente com o peso ao nascer dos bebés. Por outro lado um
aumento no grau de peroxidacdo lipidica pode afetar negativamente o peso dos
recém-nascidos, um parametro que é fortemente associado com a ocorréncia de
doencas nos bebés (WILCOX, 2001). Quanto aos potros, foi sugerido que aqueles
menores e menos desenvolvidos estdo mais propensos a desenvolver falha da
transferéncia passiva de anticorpos colostrais (CLABOUGH et al., 1991).

Escassos séo os trabalhos acerca dos processos oxidativos e antioxidantes

envolvidos na gestacdo das éguas no parto e pos-parto o que torna o presente
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estudo significativamente relevante e inovador. Goérecka et al. (2002) avaliaram as
mudancas dos antioxidantes em éguas prenhes no sexto més de gestacdo, dois
meses pré-parto e no pos-parto. Mais recentemente Sgorbini et al. (2015)
conduziram experimento com éguas no qual observaram parametros oxidativos e
antioxidantes no momento do parto.

Esta pesquisa objetivou investigar as mudancas do estado oxidativo pela
mensuracao da atividade de enzimas antioxidantes (glutationa peroxidase, GPx e
superéxido dismutase, SOD), mensuracdo do metal ferro, e graus de peroxidacao
lipidica e oxidacdo de proteina de éguas conforme a paridade, com a hipétese de
que as multiparas possuem maior dificuldade de estabelecer a homeostase oxidativa

ao longo do periodo estudado, baseado na lituratura encontrada em mulheres.
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5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Animais

Participaram do experimento vinte éguas da raca Mangalarga Paulista
durante a estacéo reprodutiva de 2015/2016 em Piracaia, Sdo Paulo - Brasil, latitude
23° 03" 14” S e longitude 46° 21’ 29”. Todos os animais foram vacinados e
vermifugados, e a partir de um més antecedente a data prevista do parto foi
fornecido as éguas um kg de concentrado comercial (15% de proteina, Equitage 15
Guabi®) diariamente até o desmame dos potros. Somente éguas que levaram a
gestacdo a termo, sem intercorréncias foram incluidas no estudo. As éguas foram
divididas em dois grupos experimentais quanto a paridade: Grupo 1 (nuliparas) e
Grupo 2 (pluriparas). O experimento foi aprovado e desenvolvido conforme as
diretrizes da Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, sob o protocolo CEUA
ndmero 5888210814,

5.2.2 Coleta e armazenamento das amostras

Foram coletadas amostras de sangue total por venopuncao jugular em tubos
estéreis para soro (Gel BD SST® Il Advance®, BD, Brasil) e plasma (Tubo Vacuplast
a Vacuo 13x75MM EDTA K3, Vacuplast®, Brasil) As coletas foram feitas
semanalmente a partir dos quatro meses antecedentes a data prevista do parto,
considerando 343 dias de gestacdo para a raca Mangalarga, conforme estabelecido
em pesquisas previas do nosso grupo de pesquisa (FERREIRA et al., 2016).
Também foi realizada uma coleta em torno das 12 horas poés-parto e as coletas
seguiram semanalmente até a detec¢do da segunda ovulacao pos-parto. Os tubos
contendo as amostras foram submetidos a centrifugacdo a 1500 rpm durante 10
minutos para separacao do soro e plasma sanguineo. Em seguida, para posterior
analise, as amostras de soro foram aliquotadas em criotubos de 1,5 mL para
mensuracao do ferro total; j& as amostras de plasma foram aliquotadas em criotubos
de 1,5 mL num volume de 100 pL cada para analise da atividade da GPx e SOD, e
oxidacao proteica, e em um volume de 300 pL para o teste da TBARS. As analises
foram feitas mensalmente considerando regressivamente o dia exato do parto, para
tanto, foi feito um pool da amostras coletadas resultando em 4 aliquotas pré-parto

analisadas de cada égua.
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5.2.3 Anélise do ferro total

Apébs o descongelamento das aliquotas do soro sanguineo, foram analisadas
as concentracdes totais do metal ferro por meio de analisador bioquimico automético
marca Randox® (modelo Daytona, pais de origem Irlanda do Norte - Reino Unido)

com reagentes especificos para o equipamento.
5.2.4 Anélises oxidativas

Quanto a oxidacdo de proteina, a metodologia foi baseada em Levine et al.
(1990) e Odetti et al. (1996) modificada e padronizada para a espécie equina. Foram
retiradas aliquotas de 50 pL das amostras que foram diluidas em agua mili g na
proporcdo de 1:1. Vale ressaltar que as analises foram feitas em duplicata
(denominadas A e B) para que cada aliquota tivesse o0 seu branco. Foram
adicionados 100 pL de &cido tricloroacético (TCA — T 6399-100g Sigma®) a 20% as
para promover a precipitacdo das proteinas. ApOs isso, as amostras foram
centrifugadas em criotubos de dois mL da marca Eppendorf® a 1100 g por 10
minutos a temperatura de 5 °C e posteriormente o sobrenadante foi descartado. Nas
aliquotas A 500 pL de 2,4 dinitrofenilhidrazina (D 199303 — 100g Sigma®) foram
adicionados e nas aliquotas B de cada amostra adicionou-se 500 pL de acido
cloridrico (HCL — 38283-1EA - Sigma) em concentracédo de dois molar. Logo depois,
as amostras foram colocadas em banho seco a 37°C por uma hora e dentro deste
periodo, agitou-se os criotubos a cada 15 minutos com auxilio de vortex. Passado
esse tempo, 500 puL de TCA 20% foram adicionados e logo apds as amostras foram
submetidas a centrifugacdo a 1100 g por cinco minutos sob 5°C. depois de
descartado o sobrenadante, as amostras foram incubadas durante 10 minutos a
temperatura ambiente (21° C) numa solucéo de etanol (C2H50H — 1336 Dinamica) e
acetato de etila (CH3COOC2H5 - Dinamica) (1:1) e depois submetidas a
centrifugagdo por 15 minutos a 1100g em temperatura ambiente e posteriormente
desprezou-se 0 sobrenadante. Feito isso, os pellets foram dissolvidos com 2 mL de
hidréxido de sédio (Dindmica®) na concentracdo de 1 molar, e colocados em banho
seco a 37° C por 15 minutos. Passado o tempo, as amostras foram submetidas a
centrifugacéo durante cinco minutos a 1100 g sob temperatura de 5° C. Em seguida,
0s sobrenadantes foram transferidos para cubetas 1,5 mL apropriadas para leitura

em espectrofotébmetro (Ultrospec 3300 pro®, Amersham Biosciences). Procedeu-se
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a leitura das amostras a absorbancia de 380 mm. Vale ressaltar que no inicio da
leitura uma cubeta contendo apenas hidroxido de sddio foi colocada no aparelho,
configurando uma amostra branco. Dados os resultados a diferenca entre as

aliquotas de cada amostra (A — B) foi obtida.

Para chegar ao resultado final da oxidagdo de proteinas, os valores acima
obtidos foram corrigidos conforme a concentragdo proteica de cada amostra
conforme seguinte descricdo: inicialmente 5 pL da amostra foi diluida em 495 pL de
hidroxido de sodio (Dinamica®) a 0,1 molar, apds isso, a cada amostra foi
adicionado 2,5 mL do reagente quatro e homogeneizado por meio do vortex e
deixado em descanso por 10 minutos em temperatura ambiente. Passado o tempo,
adicionou-se 250 pyL do reagente cinco e imediatamente homogeneizou-se as
amostras e posteriormente deixadas em descanso por 30 minutos. Apds esse
periodo, as amostras foram transferidas para cubetas apropriadas para leitura em
espectofotdmetro (Ultrospec 3300 pro®, Amersham Biosciences). Vale ressaltar que
no inicio da leitura utilizou-se 500 pL de hidréxido de sddio a 0,1 molar como branco.

A peroxidacdo lipidica nos neonatos foi avaliada por meio do teste das
Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS), a reacéo de duas moléculas
de acido tiobarbitarico com uma molécula de malondialdeido (MDA) produzindo um
complexo de coloracao résea quantificado por espectrofotometria, com comprimento
de onda de 532 nm (Ultrospec 3300 pro®, Amersham Biosciences).

No que diz respeito a quantificacdo da enzima GPx em soro sanguineo seguiu
a técnica descrita por Nichi et al. (2007), e a determinacdo da atividade da enzima
SOD foi realizada segundo a técnica proposta por Flohé e Otting (1984), sendo
medida indiretamente, por meio da taxa de reducdo do citocromo C pelo Oz

determinando-se a taxa de diminui¢do da reducédo do citocromo C.
5.2.5 Andlise estatistica

Os dados foram avaliados quanto a normalidade dos residuos (teste de
Shapiro-Wilk) e homogeneidade das variancias. Quando a normalidade e/ou
homogeneidade do teste foi significativa (P<0,05), os dados foram transformados e
reavaliados. Comparacdes entre os grupos foram analisadas para efeitos principais
de grupo e tempo, assim como para efeito de interacdo grupo x tempo. As analises
foram realizadas pelo procedimento misto (PROC MIXED) do SAS (Versao 9.3; SAS
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Institute, Inc., Cary, NC, USA) utilizando a funcéo repeated para a autocorrelacéo
entre mensuragdes sequenciais. Quando foi observado algum efeito significativo, as
meédias foram entdo separadas pelo procedimento PDIFF do SAS. A probabilidade
de P<0,05 foi considerada como diferenga. Os dados estdo apresentados como

média = erro padrdo da média (E.P.M.), a ndo ser por indicacé@o contraria.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este trabalho avaliou de forma inédita, o estabelecimento da homeostase
oxidativa em fémeas equinas saudaveis prenhes, a partir do quarto més antecedente
a data prevista do parto, no intervalo de até 12 horas apds o delivramento, e até a
segunda ovulacédo pos-parto, por meio da mensuracao das atividades das enzimas
glutationa peroxidase (GPx) e superéxido dismutase (SOD) e pela quantificacdo do
metal ferro, associados com a peroxidacédo lipidica, por meio da quantificagdo do
malondialdeido (MDA) pelo teste das Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico
(TBARS) e oxidacdo de proteina (OP) considerando a paridade dos animais,
nuliparas e pluriparas.

O ferro foi a Unica das variaveis estudadas que apresentou efeito de interacéo
entre a paridade e o tempo. Pudemos verificar que durante o parto as éguas
nuliparas mantiveram os niveis de ferro estaveis, enquanto que as pluriparas
elevaram o0s niveis consideravelmente, ja no pos-parto, mesmo havendo diferenca
entre os dois grupos, ambos declinaram seus valores (Figura 2). O ferro esta
envolvido diretamente na formagéo do radical hidroxila, o mais deletério e grande
responsavel pela peroxidacao lipidica (THOMAS et al., 2009), provavelmente a
reducdo desse metal no pos-parto esteja relacionado com a diminuicdo dos
subprodutos da lipoperoxidacdo. E possivel estabelecer um paralelo entre nossos
resultados e a lactoferrina, uma proteina responsavel por carrear os ions de ferro e
gue esta presente na circulacdo sanguinea e em maiores quantidades no colostro
(BARTON et al., 2006).
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Figura 2. Interacdo entre tempo e grupo de paridade da variavel ferro em éguas.
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Notas: A cerquilha (#) indica uma tendéncia de diferenca (P<0,1) entre os grupos de paridade dentro
dos periodos especificados. Probabilidades para efeito de grupo (G), tempo (T) ou intera¢do grupo X
tempo (GT) que foram estatisticamente significativos ou aproximaram-se de ser significativos estao

apresentados.

Nao verificarmos diferencas significativas na oxidacdo proteica no periodo
analisado, isso provavelmente devido a nao alteracdo nas concentracfes de
albumina, globulinas e proteinas totais de éguas prenhes quando comparadas a
éguas paridas (HARVEY et al., 2005).

Trabalhos que envolvam a influéncia da paridade tanto de mulheres guanto
de animais nos parametros oxidantes e antioxidantes sdo escassos. No entanto, a
partir das analises aqui apresentadas foi possivel verificarmos que com excecao do
ferro total, a paridade n&o teve influéncia sobre as variaveis, diferente do que foi
proposto por Golalizadeh et al. (2016) onde verificaram que em mulheres nuliparas a
capacidade antioxidante total foi maior em relagédo as pluriparas, sendo assim, estes
autores sugeriram que indicadores de estresse oxidativo sdo mais elevados em

mulheres com mais de um parto. Foi observado também, que os niveis de TBARS
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foram mais elevados em mulheres gravidas com trés ou mais partos quando
comparadas aquelas com um ou dois partos (IDONIJE et al., 2011).

A atividade da SOD também ndo apresentou diferenca tanto entre os tempos
estudados quanto entre os tratamentos. Isso parece acontecer também em mulheres
(DIAZ-CASTRO et al., 2015; PATIL; KODLIWADMATH; KODLIWADMATH, 2007) e
ovelhas (CELI; TRANA; CLAPS, 2010), mas diferente do que ocorre em vacas de
leite, onde foi verificada oscilacdo na atividade dessa enzima com o aproximar do
parto e no pés-parto (BERNABUCCI et al., 2005; GAAL et al., 2006). As Ultimas, no
entanto, provavelmente possuem comportamento diferente por serem animais de
alta producado e terem um desafio energético superior das demais espécies devido
as alteracbes metabdlicas que ocorrem sob regulacbes enddcrinas no inicio da
lactacdo (CASTILLO et al., 2006). Entretanto, existe relato na literatura que em
éguas a atividade da SOD é aumentada duas semanas antes do parto quando
comparada nos seis meses gestacionais e na quarta semana pos-parto (GORECKA
et al., 2002). Todavia, propomos que o momento da coleta seja a justificativa para a
divergéncia desses resultados com 0s nossos, onde nds avaliamos as éguas
mensalmente por meio de um pool entre as amostras coletadas semanalmente, uma
forma mais fidedigna de amostragem que representa todo o periodo de avaliacdes,
ao passo que os demais autores realizaram a colheita em um dia especifico. Foi
proposto que o anion superoéxido é responsavel pela diminuicdo da contratilidade do
miométrio uterino em mulheres (WARREN et al., 2005), baseado nisso, acreditamos
que a atividade da SOD néo se eleve durante o parto desses animais devido os
mesmos nao terem demonstrado alterac6es durante o periodo analisado, sobretudo
no parto, uma evidéncia de que provavelmente 0S mesmos estivessem em
homeostase oxidativa, ndo sendo necesséria a acdo da SOD.

Ja com relagcdo as demais variaveis, a GPx (Tabela 2) e TBARS (Tabela 3)

apresentaram efeito de tempo entre os periodos analisados.
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Tabela 2 - Variagdo da GPx durante os quatro meses pré-parto, no parto e pés-parto em éguas

nuliparas (1) e pluriparas (2).

GPX
PARIDADE Valor de P
Tempo 1 2 Média Trat Tempo Trat*Tempo
-4 180.84 + 11.24 143.89 +23.56 158.10 + 15.57P - - -
-3 130.35+33.78 131.59+17.00 131.23 + 14.97b¢ - - -
-2 84.76 +28.43 114.52+8.61  105.77 + 10.34¢ - - -
-1 129.2 +34.04 119.86 +18.80 122.60 % 16.06b° - - -
Parto 118.09+35.92 119.72+19.62 119.22 + 16.64 - - -
P6s-Parto 53492 +15.32 175.40 +27.84 195.24 + 20.272 - - -
Geral  147.33+13.81 132.93+8.00 137.47 +6.99 0,669 <0.0001 0,557

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica entre os tempos para p < 0,05.

Tabela 3 - Variacdo da TBARS durante 0s quatro meses pré-parto, no parto e pés-parto em éguas.

TBARS
PARIDADE Valor de P
Tempo 1 2 Media Trat Tempo Trat*Tempo
-4 131.73+53.03 48.32+11.19 80.4 + 23.32 - - -
-3 31.11+10.96  38.38+10.7  36.57 + 8.35° - - -
-2 92.34+46.96  5155+811  63.55 + 14.68% - - -
-1 47.93+14.69  63.32+14.75 58.79+11.162> - - -
Parto 118.31+70.17 82.99+36.01 94.76 + 31.982 - - -
P6s-Parto 5194 +26.45  48.03+20.51 49.33 + 15.72 - - -
Geral  7919+16.97 54.35+6.92 62.08+7.16 0,399 0,007 0,635

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica entre os tempos para p < 0,05

Ao longo do tempo, a GPx apresentou uma redugdo da sua atividade do

quarto para o segundo més gestacional precedente ao parto, a partir do qual

manteve-se constante até o parto. No entanto, no pds-parto pudemos verificar que

sua atividade foi aumentada, sugerindo com isso, que mesmo com toda demanda

energética e metabdlica durante o periodo gestacional, os processos de oxidacéo

podem ser eventos fisiologicos importantes sem que haja necessidade de alteracdes

na atividade da GPx. No entanto, provavelmente o aumento da atividade enzimatica

apos o delivramento seja fundamental aos processos que envolvam reorganizacao

uterina incluindo a invasdo neutrofilica no pés-parto, a lactacdo, além da retomada

da ciclicidade e alteragBes hormonais que culminam com o cio do potro (GUNDUZ;
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KASIKCI; EKIZ, 2008; JISCHA et al., 2008). Em estudo realizado com amostras de
miométrio uterino de mulheres submetidas a cesariana por ndo entrarem em
trabalho de parto, foi percebido que o perdxido de hidrogénio foi responsavel pelo
relaxamento miometrial, tendo esse efeito inibitorio reduzido apenas quando posto
em incubacdo com a catalase, um antioxidante responsavel por anular o efeito do
peroxido de hidrogénio (WARREN et al.,, 2005). Baseado nessas informacoes,
sugerimos gque a GPx tenha aumentado sua atividade no periodo pos-parto a fim de
evitar 0 relaxamento miometrial necessario para que 0s eventos do puerpério
decorram de forma adequada.

Em vacas leiteiras a atividade da GPx aumenta durante a Ultima semana pré-
parto culminando com valores mais elevados no pdés-parto (BERNABUCCI et al.,
2005), semelhante aos resultados do presente estudo. Ja em mulheres saudaveis,
Swati, Sarvesh e Sourabh (2015) verificaram que houve alta atividade dessa enzima
ja no terceiro trimestre gestacional. No entanto, nossos resultados se contrapdem
aos encontrados por Géreck et al. (2002) que verificaram decréscimo significativo na
atividade da GPx em éguas prenhes durante os periodos coletados, aos seis meses
de gestacdo, na segunda semana antecedente ao parto e ha quarta semana apos o
parto. No entanto, estes achados sdo pouco comparaveis uma vez que a analise
realizada no periodo de pos parto do presente estudo, contemplar o pool de
amostras feitas semanalmente até a segunda ovulacéo.

Avaliando a TBARS ficou claro um aumento significante nos niveis de
peroxidacado lipidica no momento do parto deixando evidente que é provavel que
haja grande producdo de EROs durante 0 mesmo, o que pode ser atribuido a uma
possivel funcdo no desencadeamento do parto por parte dessas moléculas como
sugerido por Yaacobi, Ohel e Hochman (1999).

Em mulheres gestantes foi possivel verificar que as quantidades de produtos
da peroxidacéo lipidica estavam aumentadas, presumindo dessa forma que o estado
gestacional aumenta fisiologicamente tais produtos (IDONIJE et al., 2011; SWATI,
SARVESH; SOURABH, 2015). Quanto ao nosso trabalho, tal observacao foi
impossibilitada de ser realizada uma vez que tivemos como fator limitante a
auséncia de um grupo controle com éguas vazias ja que 0s animais desse
experimento pertenciam a uma central de reproducéo, impedindo a formagéo do
grupo em questdo. Em estudo conduzido por Bouwstra et al. (2008) com novilhas,

verificou-se que os niveis de MDA de ambos grupos experimentais, suplementado e
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ndo suplementado com vitamina E aumentaram no parto. Baseado nos niveis de
MDA foi proposto por esses autores que as novilhas passam por desbalanco
oxidativo no parto, mesmo aquelas suplementadas com o antioxidante.

Analisando os niveis de TBARS e antioxidantes em mulheres gravidas e nao
gravidas, Upadhyaya et al. (2005) verificaram que o sistema antioxidante das
gravidas evidenciou menores quantidades de antioxidantes ndo enzimaticos quando
comparadas as nao gravidas e associado a isso, 0s niveis de peroxidacao lipidica foi
maior nas gestantes, assim como foi relatado por Patil, Kodllwadmath e
Kodllwadmath (2007), quando verificaram menores atividades das enzimas SOD e
GPx.

O parto € um evento naturalmente inflamatério devido a elevada quantidade
de citocinas proinflamatérias (DIAZ-CASTRO et al., 2015) além de no Utero e cérvix
serem econtradas grandes quantidades de células inflamatérias como neutrdfilos e
mondécitos (KELLY, 2002). Sabe-se que tais mediadores e células estédo
relacionados com o aumento da geracdo de EROs e que essas sao responsaveis
pela modulacédo de prostaglandinas, atuantes na contracdo miometrial (MUTINATI et
al., 2013) e relaxamento da cérvix, bem como o estrégeno que também favorece a
atividade miometrial (JENKIN; YOUNG, 2004). De forma semelhante Shimitz, Levine
e Nathanielsz (2006) propuseram que tanto o estrégeno quanto a prostaglandina E2
estejam envolvidas nas alteracbes musculares e principalmente nos vasos
sanguineos, o que facilitaria invasao leucocitaria e relaxamento muscular durante a
dilatacdo da cérvix, inclusive com provavel inducdo no aumento da sintese de
espécies reativas.

Em éguas (ABOEL-MAATY et al., 2012) e cadelas foram verificadas altas
concentracbes de produtos da peroxidacdo lipidica no periodo em torno da
ovulacdo, momento em que 0s niveis estrogénicos circulantes também estdo
elevados, sugerindo entdo, que as EROs estejam relacionadas ao processo
inflamatoério agudo decorrente da ovulagdo, ao aumento das atividades imunologica
e metabdlica, as alteracbes celulares e a e atividade contrati do miométrio
promovidas pelos altos niveis estrogénicos na cadela (R1ZZO et al., 2009). Portanto,
sugerimos que 0 aumento estrogénico no parto possa, de forma semelhante,
influenciar o aumento das TBARS durante o mesmo, e paralelo a isso associamos
qgue a disponibilidade de ferro diminuida no periodo pés-parto possivelmente

influenciou na reducéo da peroxidacao lipidica.
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Em estudo feito em ovelhas, observou-se que houve um aumento de EROs
no intervalo entre 36 horas pré-parto e 36 horas pds-parto, e para tanto os autores
sugeriram duas alternativas: o aumento poderia ser causado pelo processo
inflamatorio agudo que o parto representa, assim como tal geracdo de EROs seja
um estimulo para sinalizar o momento do parto. Desta forma as EROs poderiam ser
consideradas tanto consequéncia como causa da inflamacdo subjacente ao parto
natural. Foi hipotetizado, também pelos autores que o0 aumento das concentracdes
das EROs sejam dependentes das altas atividades enzimaticas e metabdlicas
envolvidas na sintese estrogénica e nas alteragfes uterinas em torno do parto
(RIZZO et al., 2008).

Junto a isso, o0s resultados apresentados por Diaz-Castro et al. (2015)
mostraram um aumento dos indicadores de danos oxidativos em mulheres
juntamente com elevadas quantidades de citocinas proinflamatérias associadas a
diminuicdo do estado antioxidante total durante o parto, diante disso sugere-se que 0
delivramento seja responsavel por forte agressdo oxidativa a mae. Portanto é
plausivel afirmar que o aumento da geracdo de EROs durante o trabalho de parto
seja um evento previsivel, uma vez que o0s niveis de EROs sdo conhecidos por
serem aumentados acentuadamente, em especial nas condicbes de alta demanda
metabolica tanto em animais como em humanos (RIZZO et al., 2012).

Alguns autores afirmam que um bom estado antioxidante reflete
positivamente no peso ao hascer em bebés (MANZANO et al, 2015) e
consequentemente ha efeito sobre o estado antioxidante dos neonatos
(UPADHYAYA et al., 2005). Deste modo sugerimos que o equilibrio nos animais do
presente estudo estava mantido, uma vez que as gestacdes resultaram em potros
saudaveis.

Pelo fato de nossas analises compreenderem apenas o terco final da
gestacdo, propomos que as alteracbes de TBARS e GPx sO estejam evidentes no
pos-parto, talvez devido as éguas ja estarem em homeostase oxidativa desde um
momento gestacional anterior. E provavel que frente as alteracdes ocorridas entre
parto e pos-parto, estes animais tenham que promover alteragcdes, como as

apresentadas aqui, em busca da manutencao do equilibrio oxidativo.
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5.4 CONCLUSAO

Concluimos, portanto que a paridade nao tem influéncia sobre o
estabelecimento da homeostase oxidativa em égua. Podemos sugerir que no tergo
final da gestacdo em equinos, comparado com o momento do parto ndo haja
mudancas tdo significantes no que diz respeito aos indicadores de defesa
antioxidante e oxidagdo. Sugerimos, portanto que devido as éguas ja estarem em
homeostase oxidativa as alteragcbes na SOD e GPx sé ocorreram ap0s a parigao.
Provavelmente, diante das novas mudancas fisiolégicas ocorridas estes animais
foram levados a uma readaptacédo durante esse momento de desbalanco transiente,

e necessario, em busca do equilibrio oxidativo
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos pudemos verificar que éguas aparentaram
equilibrio oxidativo no terco final da gestacdo, parto e pds-parto e que potros
neonatos apresentam equilibrio oxidativo na primeira semana de vida. Sugerimos,
portanto, que as alteracfes observadas fazem parte dos mecanismos fisioldgicos de
ambas categorias como uma forma de adaptacdo as mudancas metabdlicas

ocorridas nos periodos estudados.
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