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Proteinograma do liquido sinovial de equinos higidos
obtido por eletroforese em gel de poliacrilamida

Proteinogram of synovial liquid from healthy equines determined
by means of sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis

Paula Alessandra Di Filippo™ Gabriel Carvalho dos Santos' Flavio Augusto Soares Graca'
Andressa Francisca Silva Nogueira" Aracelle Elisane Alves" Aureo Evangelista Santana"

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi determinar o
proteinograma do liquido sinovial de quarenta equinos higidos.
Apés colheita, centrifugagdo e fracionamento das amostras, as
proteinas de fase aguda foram separadas por eletroforese em gel
de poliacrilamida, contendo SDS-PAGE, e suas concentragoes
determinadas por densitometria computadorizada. Foram
encontradas 16 a 26 proteinas no fracionamento eletroforético,
compeso molecular variando de 16 a 238.000 Daltons (Da). Os
pesos moleculares encontrados, correspondentes as proteinas
mais conhecidas, foram albumina, 63.000Da; ceruloplasmina,
113.000Da; transferrina, 80.000Da; haptoglobina, 40.000Da;
a-1-glicoproteinadacida, 37.000Da; IgA, 189.000Da e IgG,
74.000Da. O estabelecimento do proteinograma do liquido
sinovial de equinos higidos pode trazer contribui¢do significativa
ao diagndstico, tratamento e prognostico de animais com
alteragoes articulares.

Palavras-chave: cavalo, artrite, eletroforese.
ABSTRACT

The aim of this study was to determine the
proteinogram of the proteins included in the synovial fluid of forty
healthy horses. After collection, centrifugation and fractionation
of the samples, the acute phase proteins were separated by
electrophoresis in polyacrylamide gel containing SDS-PAGE,
and their concentrations were determined by computerized
densitometry. It was found 16 to 26 proteins on the electrophoretic
fraction, with molecular weights from 16 to 238.000 Daltons
(Da). The molecular weights found, corresponding to most known
proteins were albumin, 63,000Da; ceruloplasmin, 113.000Da;,
transferrin,  80,000Da;  haptoglobin, 40.000Da,  a-1-acid
glycoprotein, 37.000Da; IgA, 1gG and 189.000Da, 74.000Da.
The knowledge proteinogram of synovial fluid of healthy horses

can bring significant contribution to the diagnosis, treatment and
prognosis of animals with articular changes.

Key words: horse, arthritis, electrophoresis.

INTRODUCAO

O liquido sinovial (LS) existente nas
cavidades articulares e bainhas tendineas ¢ um
dialisado do plasma, modificado pela producao de acido
hialurénico pela membrana sinovial, com as fun¢des de
nutrir a cartilagem articular e lubrificar as superficies
articulares, minimizando o atrito natural entre
cartilagens opostas e auxiliando no suporte mecéanico
e na absorgdo de impacto (CLYNE, 1987). E livre de
material floculento ou fragmentos, possui coloragdo de
clara a palha amarelada e contém acido hialurénico,
eletrolitos, glicose, enzimas e proteinas. As proteinas
do plasma atravessam a barreira hematosinovial em
quantidades inversamente proporcionais ao seu peso
molecular e seus valores normais estdo entre 0,92 a
2,5gdl'! (MAHAFFEY, 1992).

A claudicag¢do, frequente nos cavalos
atletas, representa um aspecto importante na
Medicina Veterinaria Equina e cerca de 33% das
claudicagoes devem-se a enfermidades articulares.
Tais enfermidades podem limitar severa e
permanentemente o desempenho atlético desses
animais (HONNAS et al., 1991). Diante desse
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contexto, a analise do LS pode fornecer informacdes
capazes de indicar a natureza e a extensdo das lesdes
intra-articulares e contribuir com outras técnicas
auxiliares na elaborag¢do do diagndstico, na defini¢cao
da terapia e no seu acompanhamento, possibilitando
o estabelecimento de prognostico fidedigno
(TROTTER& McILWRAITH, 1996).

As proteinas de fase aguda (PAF),
componentes nao especificos do sistema imune,
sdo cada vez mais utilizadas como biomarcadores
de prognoéstico € no monitoramento das respostas a
tratamentos, juntamente com determinantes gerais
da satide dos equinos. Sabe-se que estas contribuem
para o restabelecimento da homeostase, limitando o
crescimento bacteriano de forma independente dos
anticorpos, que aparecem logo apos a instalacdo de
processos inflamatdrios, infecgdo, trauma cirurgico,
estresse e neoplasias (MURATA et al., 2004). A
constatacdo da presenca de isoformas especificas
de amiloide A no liquido sinovial de equinos com
atrite induzida por lipopolissacarideos confirmou a
sintese local de PAF, semelhante ao que ja havia sido
demonstrado previamente em humanos (JACOBSEN
et al, 2006). Importantes esclarecimentos sobre
a fisiopatologia da artrite poderdo advir diante da
confirmagdo da sintese intra-articular das PFAs,
sendo necessario, entretanto o conhecimento de
seus valores normais para viabilizar a interpretagdo
das amostras alteradas. Assim, o objetivo deste
estudo foi estabelecer o proteinograma do liquido
sinovial de equinos higidos, utilizando-se a técnica
de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE).

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 40 equinos sem raga
definida, 20 machos e 20 fémeas, adultos e higidos,
selecionados com base na inexisténcia de doenga
sistémica e musculo esquelética, auséncia de
claudicagdo e quaisquer alteragdes ou dor evidenciadas
a palpagdo e exame do sistema locomotor.

Imediatamente antes da colheita de
liquido sinovial, foram colhidas amostras de
sangue venoso através da puncdo da jugular. As
amostras foram acondicionadas em frascos estéreis
sem anticoagulante e apods sinérese, envasadas e
armazenadas adequadamente até o momento das
determinagdes eletroforéticas. O liquido sinovial foi
obtido por artrocentese da articulagdo radiocarpica,
segundo técnica descrita por STASHAK (2002),
utilizando-se agulha hipodérmica 25x8 e seringas de
5ml descartaveis. As amostras foram acondicionadas

em frascos estéreis sem anticolagulante, refrigeradas
e encaminhadas ao laboratdrio.

As concentragdes das proteinas presentes
no LS e no sangue foram obtidas pelo método do
Biureto, com auxilio de um conjunto de reagentes para
diagnosticos® e leituras espectrofotométricas®. Para o
fracionamento das proteinas, utilizou-se eletroforese
em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato
de sédio (SDS-PAGE). Os pesos moleculares e as
concentragdes das fragdes proteicas foram determinadas
por densitometria computadorizada®. Para o célculo do
peso molecular, foram utilizados marcadores? de pesos
moleculares de 200, 116, 97, 66, 55, 45, 36, 29, 24 ¢
20kDa, além das proteinas purificadas’- albumina, o -
antitripsina, haptoglobina, ceruloplasmina, transferrina
e imunoglobulina G (IgG).

Os dados obtidos foram submetidos a analise
estatistica descritiva, para estabelecimento de média e
desvio padrao dos pardmetros avaliados, utilizando-se
o Statistical Analysis System (SAS, 1995).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No liquido sinovial, o método de
fracionamento de proteinas por eletroforese
permitiu identificar 16 a 26 proteinas com pesos
moleculares que variaram entre 16 a 238kDa.
Destas, sete foram identificadas nominalmente
(Tabela 1), sendo a transferrina (80kDa), a
albumina (63kDa), a haptoglobina (40kDa), a a-1-
glicoproteina acida (37kDa), a IgA (189kDa), a 1gG
(74kDa), a ceruloplasmina (113kDa) e uma proteina
considerada como de fase aguda, com peso molecular
correspondente a 23kDa (P23) e nado identificada
nominalmente na literatura. No sangue, verificou-se a
presenca de 22 a 25 proteinas com pesos moleculares
que variaram entre 16 a 266kDa. Dentre as proteinas

Tabela 1. Média e desvio-padrdo das fragdes proteicas presentes
no sangue (gdL") e no liquido sinovial (mgdL") da
articulagdo radiocarpica de 40 equinos higidos.

-- Valores médios + desvios-padrao --

Variaveis

Sangue Liquido sinovial
Proteinas totais (gdL™") 7,44+0,87 1,38+0,42
Albumina 3,93+0,58 796,77+250,40
Ceruloplasmina 0,68+0,50 0,46+0,53
Transferrina 0,34+0,13 64,12+36,20
Haptoglobina 0,81+0,41 7,715+8,97
o 1-glicoproteina acida 0,12+0,21 0,20+0,10
Imunoglobulina A 018+0,68 4,72+2,30
Imunoglobulina G 2,12+0,49 342,38+153,80
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encontradas, oito foram consideradas como proteinas
de fase aguda e, destas, seis de importancia para o
estudo em questdo, sendo identificadas nominalmente:
transferrina (80kDa), albumina (63kDa), haptoglobina
(41kDa), o-1-glicoproteina acida (38kDa), IgA
(175kDa), IgG (74kDa) e a ceruloplasmina (112kDa).

Os valores obtidos (médiatdesvio padrao)
no sangue para proteinas totais, transferrina,albumina,
haptoglobina, a-1-glicoproteina acida, IgA, IgG e
ceruloplasmina encontram-se dentro dos limites de
normalidade para a espécie equina (Tabela 1), segundo
CARAPETO et al. (2006), DI FILIPPO et al. (2010) e
DI FILIPPO et al. (2011). Os resultados corroboram
os dados obtidos na avaliacdo clinica, reafirmando a
higidez organica dos animais avaliados.

O proteinograma do liquido sinovial
de articulagdes higidas se assemelhou ao
subfracionamento sérico. Segundo MAHAFFEY
(1992), liquidos corporais distintos possuem perfis
eletroforéticos similares, entretanto, no caso do
liquido sinovial, as proteinas plasmaticas devem
cruzar a “barreira sangue-sinovial”’, o que ocorre
de forma limitada e seletiva. Ademais, sabe-se que
a resposta de fase aguda (RFA) estimula tanto a
producao hepatica de PAFs como também, a extra-
hepatica através das células epiteliais, células
endoteliais e do tecido conectivo (JAIN et al., 2011).

As concentragdes das proteinas séricas
totais (7,44gdl'+0,87) e sinoviais (1,38+0,42gdl")
apresentadas pelos animais assemelharam-se aos
valores de referéncia para a espécie, descritos na
literatura (MAHAFFEY, 1992). Albumina,alfa-
globulinas (o, -glicoproteina 4cida, ceruloplasmina e
haptoglobina), beta-globulinas (transferrina) e gama-
globulinas (IgA e IgG) foram as PFAs identificadas
no liquido sinovial (Tabela 1).A albumina ¢ a proteina
mais abundante no plasma, representando neste
ensaio 52,80%. Achado semelhante foi observado
no liquido sinovial (57,7%). Considerada importante
reserva protéica, bem como transportadora de acidos
graxos livres,aminoacidos, metais, calcio, hormdnios
e bilirrubina, participa da regulacdo do pH sanguineo,
atuando como anion. E uma proteina negativa de
fase aguda, que tende a diminuir sua concentragido
sérica diante de um processo inflamatério. Isto ocorre
devido a inibicdo da sua sintese pelas citocinas
pro-inflamatorias e ao aumento da permeabilidade
vascular, com consequente saida para os espacos
extravasculares. Ademais, por ser uma das menores
moléculas proteicas, sua passagem pela “barreira
sangue-sinovial” ¢ facilitada (MURATA et al., 2004).

O tracado eletroforético revelou também a
presenca de transferrina, glicoproteina de fase aguda

negativa responsavel pelo transporte sanguineo de
ferro, presentenafragdof1-globulina. Atuano controle
da absor¢do do ferro intestinal bem como na sua
distribui¢do no organismo, como explicou TIZARD
(2008). Possui vida média de aproximadamente oito a
10 dias e responde com rapidez a mudancas no estado
nutricional, porém, suas concentracdes sdo afetadas
por varias doencas, inclusive insuficiéncia hepatica,
inflamag¢do, insuficiéncia cardiaca e mudangas no
metabolismo do ferro (CERON et al., 2005).

Dentre as alfa-globulinas, identificou-se
no liquido sinovial a o -glicoproteina acida (AGP),
ceruloplasmina e haptoglobina. A AGP possui duas
fungdes fisiologicas principais, a ligagdo com farmacos
e metabolitos endogenos e a imunomodulagdo
(MURATA et al.,, 2004). Ademais, ¢ capaz de
auxiliar na remocdo de lipopolissacarideos (LPS)
da circulagdo através da ligagdo direta com o LPS e,
assim, neutralizar sua toxicidade, como explicaram
MOORE et al. (1997). Tal assertiva adquire grande
relevancia quando se avaliam equinos com artrite
séptica. Nesse sentido, JACOBSEN et al. (2006)
demonstraram que, ao injetar LPS na articulacdo de
equinos, deflagrava-se uma intensa resposta de fase
aguda (RFA) no liquido sinovial. Adicionalmente,
verificaram que a resposta inflamatéria foi mais
intensa quando 3pg de LPS eram injetados, ao invés
de apenas 1pg.

Dependendo do estimulo, a elevagio sérica da
AGP geralmente inicia-se cinco dias apds sua ativagio,
atingindo o pico maximo em sete dias. Entretanto, a
haptoglobina (Hp) e a ceruloplasmina (Cp) podem ser
detectadas na circulagao 24 horas apds o trauma e suas
concentragdes, alcangando pico maximo em quatro
dias. A Hp ¢ considerada uma das principais PAFs em
todas as espécies animais, além de ser mais sensivel na
detecgdo de processos inflamatérios do que a dosagem
de fibrinogénio e a contagem de leucocitos totais e/
ou diferenciais (MURATA et al., 2004). Atua como
ligante de hemoglobina, agente bacteriostatico e fator
estimulador de angiogénese, participa do metabolismo de
lipidios e possui um importante efeito imunomodulador.
A Cp atua como transportadora do cobre, essencial para a
eritropoiese, com efeito antioxidante nas células e tecidos,
afim de protegé-los de compostos gerados pela fagocitose
de micro-organismos e de debris de tecidos e redugdo de
neutréfilos anexados ao endotélio (CERON et al., 2005).

Dentre as imunoglobulinas, detectou-se,
no tragado eletroforético, IgG e IgA. A IgG relaciona-
se estreitamente com a eliminagdo de agentes
bacterianos por meio da opsonizagdo e fagocitose.
Assim sendo, em infec¢des sistémicas, a resposta
imune humoral caracteriza-se por altos titulos de
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IgG (CERON et al., 2005). Adicionalmente, tem-
se que a IgA, em animais domésticos, atua como
anticorpo secretdrio dentro do trato intestinal e dos
pulmdes, sendo capaz de neutralizar virus e prevenir
aderéncias de patogenos bacterianos aos tecidos-alvo.
Presente nas secrecdes respiratorias, gastrintestinais,
genitourindrias, lagrima e saliva, a [gA ¢ importante
para defesa local e protecdo das superficies corporais
contra invasoes bacterianas e virais (JAIN, 1993).

CONCLUSAO

O proteinograma obtido em gel de
poliacrilamida possibilitou a deteccdo de até 26
proteinas no tragado eletroforétido do liquido sinovial
de cavalos higidos, podendo trazer contribuicdo
significativa ao diagndstico, tratamento e prognostico
de animais com alteragdes articulares.
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