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RESUMO

As alteracdes sistémicas durante a prenhez na égua tém sido pouco
estudadas, porém podem revelar pontos importantes da complexa fisiologia da
interagcdo materno-embrionéria. Este trabalho tem como objetivo analisar as
variacdes imunoldgicas, hematoldgicas e bioquimicas durante o periodo inicial
da gestacao equina. Foram coletadas amostras de sangue de oito éguas ciclicas
durante a temporada reprodutiva, com idades variando de 6 a 15 anos. As
amostras foram coletadas no dia da indugao da ovulagao (D -2), no 15° dia (D
15), no 25° dia (D 25) e no 45° dia (D 45) p6s ovulacdo. Amostras de sangue
foram coletadas através de venopuncdo jugular e encaminhadas, para a
realizacdo de hemograma, avaliacdo de metabdlitos séricos e técnica de reacao
em cadeia de polimerase em tempo real (QPCR). Foi realizado a expresséo
génica de interleucina 4 (IL-4), fator de necrose tumoral (TNF-a) e receptor de
hormanio luteinizante (RLH). Os metabalitos séricos analisados foram aspartato
aminotransferase (AST), bilirrubina total, bilirrubina direta, albumina, fosfatase
alcalina (FA), calcio total, fosforo, creatinina, ureia e proteina sérica total. No
hemograma, os eosindfilos, apresentaram um aumento na concentragao entre
0s grupos D -2 para o0 D25, e uma diminuicéo significativa do D25 para o D45.
Ja os leucadcitos segmentados, apresentaram uma reducéo significativa entre os
grupos do D-2 e D15. A AST demonstrou uma tendéncia de aumento entre D-2
e D15 e maior concentracdo no D-2 em relacdo ao D25. A IL-4 apresentou
aumento significativo no D15 e D25 em relacdo ao D-2, acompanhando o padréo
dos eosinofilos. Os eosindfilos e os leucécitos segmentados tém papel
importante no inicio da gestacéo, podendo ser reflexo da resposta imune celular
ao aloenxerto fetal. Corroborando com os resultados a interleucina-4 confirma o
resultado encontrado visto que os eosinofilos sdo responsaveis por parte da
liberacdo desta citocina. Concluimos que alteracdes sistémicas principalmente
os eosindfilos e a IL-4 podem estar alterados seguindo 0 momento importante
de reconhecimento materno e tolerancia imunoldgica, que ocorre durante o
periodo de prenhez inicial.

Palavras-chave: reproducao equina, prenhez, embrido



ABSTRACT

Systemic changes during early pregnancy in the mare have been sparingly
studied. However, they may reveal important aspects of the complex physiology
of the embryo-maternal interaction. This study aimed to investigate
immunological, hematological and biochemical variations during the initial period
of equine pregnancy. Blood samples were collected from 8 cyclic mares during
breeding season, with ages ranging from 6 to 15 years, The samples were
collected on the day of ovulation induction (D -2) and on days 15 (D15), 25
(D25), and 45 (D45) after ovulation induction. The samples collected through
jugular venipuncture were sent to a laboratory for hematological, biochemical
analysis and real-time polymerase chain reaction (QPCR) technique. Gene
expression of interleukin 4 (IL-4), tumor necrosis factor (TNF-a) and luteinizing
hormone receptor (LHR) was performed. The serum metabolites analyzed were
aspartate aminotransferase (AST), total bilirubin, direct bilirubin, albumin, alkaline
phosphatase (AP), total calcium, phosphorus, creatinine, urea and total serum
protein. In the blood count, eosinophils showed an increase in concentration
between groups D -2 to D25, and a significant decrease from D25 to D45. The
segmented leukocytes, showed a significant reduction between the groups of D-
2 and D15. AST showed an increasing trend between D-2 and D15 and higher
concentration on D-2 compared to D25. IL-4 showed a significant increase in D15
and D25 compared to D-2, following the pattern of eosinophils. Eosinophils and
segmented leukocytes may play an essential role in early pregnancy, possibly
reflecting the cellular immune response to the fetal semi-allograft. Corroborating
the results, interleukin-4 confirms the result found, since eosinophils are
responsible for part of the release of this cytokine. We conclude that systemic
changes, mainly eosinophils and IL-4, can be altered following the important
moment of maternal recognition and immunological tolerance, which occurs
during the initial pregnancy period.

Keywords: equine reproduction, pregnancy, embryo
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1 INTRODUCAO

A criacdo de equideos brasileira ocupa, de acordo com dados da FAO
(2017), a terceira posicdo dentre os paises com maior populagdo equina. Com
uma populacgéo de aproximadamente 5,7 milh8es de equinos (IBGE, 2021) o pais
perde apenas para Estados Unidos, México (ALLAN, 2021). A criagdo de
equideos no Brasil, segundo o MAPA / Camara Setorial da Equideocultura -
2016, movimenta anualmente R$ 16,15 bilhdes e gera 610 mil empregos diretos
e 2.430 mil empregos indiretos, sendo responsavel, assim, por trés milhdes de
postos de trabalho (LIMA, 2016).

Dados como estes demonstram a importancia do uso de biotecnologias e
principalmente da compreensdo dos eventos fisiologicos para maxima
potencialidade da disseminacdo e propagacdo de genéticas superiores na
reproducao equina. De acordo com Morris e Allen (2002) as perdas gestacionais
entre os dias 15 e 35 da gestacdo podem ser classificadas como a principal
causa de perdas econdmicas na reproducdo equina, fato que pode ser
correlacionado com o critério de selecéo nas racas, sendo caracteristicas como
performance e pedrigree pontos criticos de selecdo, deixando a fertilidade de ser
analisada. Assim, fatores fisiologicos, capazes de influenciar negativamente a
reproducdo equina, podem ser selecionados ao longo das geracdes (LEON et
al., 2013).

A espécie equina, dentre os principais mamiferos de interesse zootécnico,
€ uma das poucas espécies domésticas que os sinais derivados do embrido para
gue haja o reconhecimento materno da prenhez (RMP) ndo foram identificados
(KLEIN; TROEDSSON, 2011). O termo RMP foi cunhado por Short (1969)
guando comparou as diferentes estratégias utilizadas pelas espécies de animais
domeésticos para garantir a manutencao da gestacao, através da manutencéo da
funcao secretoria do corpo luteo, a fim de manter uma concentracdo adequada
de progesterona para suportar a gestacao.

Facil de reconhecer, porém dificil de definir precisamente, a tolerancia
imunolégica ao concepto se tornou um rico campo de desenvolvimento cientifico.
A prenhez equina possui diversos atributos que tornaram o cavalo uma espécie
atil para estudos de imunologia da gestacdo (ANTCZAK, 2012), principalmente

como modelo experimental para humanos pela grande quantidade de
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similaridades encontradas (NORONHA; ANTCZAK, 2010). A comunicagéo feto-
maternal deve apresentar uma via de méo dupla durante a implantacao, visto
que ha presenca do aloantigeno derivado do pai, a unidade feto-placentaria é
considerada um aloenxerto que precisa escapar do reconhecimento e destruicao
pelo sistema imune materno (ALUVIHARE et al., 2004). O grande numero de
variaveis imonoldgicas, endocrinas e moleculares ditam este processo, sendo a
falha da imunotolerancia durante a prenhez passivel de rejeicdo embrionaria
(OZEN et al., 2018).

Do outro lado os aspectos bioquimicos e hematoldgicos apresentam uma
série de pesquisas envolvendo, em geral, o periodo final da gestagéo, periparto
e inicio do puerpério (HARVEY et al., 2005; OROZCO et al., 2007; CAMPELO,
2008; AOKI; ISHII, 2012; SOTUE, MONTESINOS, 2013; BAZZANO et al., 2014;
FARAMARZI et al., 2018), com foco no conhecimento aplicado na clinica de
eéguas gestantes. A prenhez pode ser caracterizada por uma ampla quantidade
de variacdes fisioldgicas, estas se comparadas com fémeas ndo gestantes,
tendem a ser classificadas como estados patolégicos (CHANDRA et al., 2012).

Poucos estudos realizaram analise sobre a comunicacédo imune materno-
embrionaria sistémica durante o periodo inicial de prenhez. Este trabalho tem
como objetivo analisar o padrdo hematologico e bioquimico de éguas prenhes
no periodo inicial da gestacdo, bem como analisar a expressdo génica de

diferentes genes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste tdpico serdo revisados 0s principais assuntos inerentes as
alteracdes fisioldgicas, imunologicas, hematolégicas e bioquimicas da prenhez

inicial da égua.
2.1 Desenvolvimento embrionario e fetal

No principio dos processos fisiol6gicos pés fecundacgéo, pode-se observar
as primeiras caracteristicas que fazem da égua um modelo incongruente com 0s
diversos mamiferos de grande porte. Segundo Flood et al. (1979) os odcitos
fertilizados e nao fertilizados séo transportados diferentemente, onde apenas o
primeiro passa pela unido istimo-ampola. Fato este ocorrido pela apreciavel
capacidade secretora de Prostaglandina E> (PGE2) do embrido, quando este
alcanca o estagio de mérula compacta aos cinco dias pds ovulacdo. Este
horménio atua localmente relaxando a parede muscular do oviduto permitindo o
movimento do embrido em direcdo ao utero, alcancando-o cerca de 24 horas
depois (WEBER et al., 1991).

2.1.1 Capsula embrionéria

A capsula embrionaria, também chamada de membrana terciaria, se
apresenta como uma fina camada depositada na superficie interna da zona
peldcida préximo a formacéo do blastocisto no Utero. Fato este observado pela
primeira vez em embrides frescos e confirmado pela microscopia eletrénica por
Flood et al. (1982). A coincidéncia da formacéo da cépsula e do blastocisto no
Utero ampliou a possibilidade das células trofoblasticas e do tecido endometrial
estarem envolvidos nesta formacao. Esta hipotese foi confirmada posteriormente
através da transferéncia de blastocistos bissectados sem zona pellcida no dia
sete e coletados novamente com crescimento aparentemente normal e com
capsula, uma semana depois da transferéncia. Com isso, demonstrou-se
também que ndo havia necessidade de nenhum tipo de zona peltcida como
matriz para deposicao de material capsular (MCKINNON et al., 1989). O mesmo
grupo demonstrou que o cultivo in vitro de mérulas, ou de blastocistos que ainda
ndo formaram sua capsula, ndo resultardo na formagdo de uma cépsula

embrionéria apesar do desenvolvimento normal do blastocisto e da eclosdo
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ocasional da zona pellcida. Confirmando a hipotese de que o Utero esta
intimamente relacionado com a sua formacéo e desenvolvimento. Por outro lado,
o blastocisto que ja apresenta a capsula formada, sempre a mantém em cultura
(MCKINNON et al., 1989).

Além de fornecer forca ao blastocisto em constante expansdo para
suportar as rigorosas contracdes do miométrio que o impulsionam através do
utero (BETTERIDGE, 1989) a capsula do blastocisto também é importante na
regulacdo e fornecimento de nutrientes para o embrido. Devido a sua negativa
carga eletrostéatica e configuragdo incomum de glicocalice (ORIOL et al., 1993)
a capsula acumula em sua superficie uma gama de proteinas e outros
componentes das secrecdes das glandulas endometriais enquanto o embrido se
move através do uUtero do dia 7 ao dia 17 pos ovulagéo (ALLEN, 2001).

Sua superficie rodeada de glicoproteinas apresenta carater anti-adesivo,
favorecido pela presenca de mucina (BETTERIDGE, 1989), condicéo esta que
explica e favorece a mobilidade embrionaria nos primeiros dias em que o
embrido se encontra no utero. A mobilidade do embrido equino e a sua fixacao
fornecem explicacdes para varios enigmas na biologia reprodutiva da égua
prenhe e fornecem uma solucéo eficiente para o problema das gestacoes
gemelares (GINTHER, 2021).

A funcado principal da mobilidade embrionaria € manter um ambiente
uterino que nutrirA o seu crescimento e o seu desenvolvimento através da
absorcao de metabdlitos secretados pelo Utero e para o utero pelo embrido, por
toda extenséo do utero (GINTHER, 2021). Essa funcao é refletida pelo aumento
da contratilidade uterina (GRIFFIN; GINTHER, 1990), ténus, vascularizacéo
(SILVA et al., 2005) e do edema endometrial (GRIFFIN et al., 1993) através da
atividade exercida pela mobilidade embrionaria.

Estas funcbes uterinas, com excecdo a vascularizacdo, foram
demonstradas pela pesquisa de Griffin et al. (1993) através da ligadura do corno
uterino ipsilateral a ovulacdo, proximo a bifurcacdo uterina, dias antes da
chegada do embrido ao Utero, pelo fato de estarem presentes no corno contendo
o embrido, diferentemente do restante do Utero.

A cépsula comeca a se desintegrar entre os dias 20 e 21,
presumivelmente como resultado da acdo de enzimas proteoliticas secretada

pelo trofoblasto ou epitélio luminal do endométrio (DENKER et al., 1987). Por
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volta do dia 21 apés a ovulacao, o embrido, com sua batida primitiva do coracéo,
pode ser discernido em um dos polos da vesicula embrionaria (VAN NIEKERK;
ALLEN, 1975) e o alantoide estd apenas aparecendo como uma protuberéncia
do intestino posterior (EWART,1915).

2.2 Reconhecimento materno da prenhez

A comunicacdo feto-maternal € fundamental para a manutencdo da
gestacdo em todas as espécies de mamiferos, porém, na égua, alguns destes
eventos diferem em momentos equivalentes a outras espécies de animais
domeésticos (ALLEN, 2001). O desenvolvimento inicial do embrido, a implantacao
e a manutencdo da gestacdo dependem criticamente de uma orquestrada e
precisa interacdo entre o embrido e o ambiente uterino (KLEIN; TROEDSSON,
2011).

O “Reconhecimento Materno da Prenhez” (RMP) é comumente utilizado
para descrever a continuidade de eventos responsaveis pela manutencédo da
gestacdo apds a fecundacdo e chegada do embrido ao Utero para posterior
desenvolvimento (KLEIN; TROEDSSON, 2011). O RMP ¢ o fenbmeno pelo qual
a lutedlise do corpo luteo é revogada para producéo continua de progesterona e
€ alcancada por diferentes agentes em diferentes espécies de mamiferos
(RAHEEM, 2017).

Os processos descritos neste fendmeno sdo melhores entendidos em
ruminantes domeésticos e outros ungulados, como na espécie suina. O interferon
tau foi identificado como um fator paracrino derivado do embrido que exibe
propriedades antiluteoliticas em ruminantes (BAZER; SPENCER; OTT, 1997),
enquanto os estrogénios derivados do embrido representam sinal primario de
reconhecimento materno da prenhez em suinos (GEISERT, 1990).

A natureza do sinal embrionario para a luteoestase em éguas continua
sendo um mistério (ALLEN, 2001), porém alguns sinais revelam grande
importancia na manutencao da prenhez na égua. De acordo com Aurich e Budik
(2015), a manutencdo da gestacdo equina provavelmente esta envolvida pela
secrecdo de um fator anti-luteolitico derivado do embrido. O rapido crescimento,
a mobilidade e a presenca de uma capsula acelular no momento do RMP, ou

seja, entre os dias 12 e 14, sdo pré-requisitos para evitar a perda gestacional.
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Recentes estudos reforcam que as alteracdes no perfil proteémico do fluido
uterino durante o desenvolvimento inicial do embrido estdo diretamente
relacionadas com a presenca do embrido, sugerindo que estas alteracées sdo
cruciais para a manutencao da gestacéo (BASTOS et al., 2019).

2.3 Célices endometriais

Entre os dias 25 e 35 pds ovulacdo, evidencia-se um discreto
espessamento anular e avascular do trofoblasto na regido externa do cérion
entre a juncdo do saco vitelinico, ja& em regressado, e do saco alantéide, em
constante crescimento (ALLEN, 2001). Esta regido é denominada cinta
coridnica, que atinge sua maturidade aos 35 ou 36 dias pos ovulagdo com a
espessura de 9 mm (GINTHER, 1998). Parte destas células trofoblasticas da
cinta coridnica sdo responsaveis por se ancorarem no endométrio formando
assim os calices endometriais (ENDERS; LIU, 1991) estruturas descritas
primeiramente por Cole e Goss (1943). Estas células migram para o endométrio
de forma que realizam fagocitose e digestdo das células epiteliais do Utero. O
processo desnuda o epitélio endometrial, porém regenera-se rapidamente,
deixando as células dos calices de origem fetal dependentes do apoio do tecido
materno. Formam-se grandes seios linfaticos abaixo de cada calice e um niamero
cada vez maior de linfocitos CD4+ e CD8+ (KYDD et al., 1991), juntamente com
células plasmaticas, macrofagos e eosindfilos (GRUNIG et al.,1995) acumulam-
se no estroma de suas células.

As células dos célices endometriais sdo responsaveis pela producéo de
gonadotrofina coribnica equina (eCG) (GINTHER, 1998). O eCG, na sua funcao
enddcrina, atua expressando atividades biologicas semelhantes a do Horménio
Foliculo Estimulante (FSH) e a do Horménio Luteinizante (LH) (STEWART et
al.,1976). As concentracbes séricas de eCG da égua prenhe aumentam
rapidamente do dia 40 para os valores variaveis de pico entre 20 — 300 Ul/ml
durante o periodo dos dias 50 a 75 de gestacdo. O seu declinio inicia
concomitantemente com o processo degenerativo dos calices endometriais, por
volta do dia 70 (ALLEN, 1969).

Cada calice representa um pacote de células adjacentes com diferentes

gendtipos, maternos e fetais. Eles sédo efetivamente aloenxertos fetais (LUNN et
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al., 1997). Os antigenos fetais sdo estranhos para a égua, resultando em uma
das mais marcantes respostas imunolédgicas entres espécies a partir do influxo
de linfécitos contra a gestacdo (GINTHER, 1998). Mesmo defendendo-se
inicialmente, os célices endometriais passam por um processo degenerativo a
partir do ataque do sistema imune, resultando na morte linfomediada dos célices
(ALLEN, 1982).

Entre os dias 40 e 42, apds o inicio da formacéo dos calices endometriais,
as células trofoblasticas da membrana corioalantdide iniciam uma comunicagao
microvilosa com as células epiteliais do endométrio da égua (SAMUEL et al.,
1975). Apo6s o dia 60 a infiltragcdo das células do componente materno e fetal
torna-se cada vez mais extensivamente ramificada, de modo que, por volta do
dia 120, a unidade hemotréfica da placenta alantocoriénica, o microplacentoma,
€ totalmente formado e cobre neste momento toda a superficie interna do utero
(BRACHER et al., 1996).

2.4 Comunicacao materno-embrionaria e suas interagcdes imunologicas

A comunicacdo entre o feto mamifero e o Utero materno durante a
prenhez, corresponde a um dos eventos de maior relevancia para a pesquisa
voltada a reproducéo equina, pois determina uma série de eventos relacionados
a tolerancia imunolégica da fémea ao semi-aloenxerto, como é classificado o feto
mamifero. O sucesso da tolerancia ao feto contrasta fortemente o que é
observado com a falha da maioria dos enxertos de tecidos e 6rgdos sem a
correspondéncia genética entre doador e receptor (ANTCZAK, 2012).

Estudos associados a este evento em diversas espécies, incluindo os
equinos, identificaram complexos mecanismos a partir do efeito de antigenos
especificos e ndo especificos. Estes mecanismos podem ser classificados de
trés formas: (i) repressdo da expressdo de aloantigenos de heranca paterna,
particularmente antigenos ao complexo principal de histocompatibilidade (MHC)
pela placenta, (ii) alteracdes sistémicas na resposta imune materna durante a
gravidez, e (iii) modulacdo imune local na interface entre placenta e Utero
(NORONHA; ANTCZAK, 2010).

Os antigenos expressos pelos tecidos embrionéarios sdo produtos do MHC

dos genes paternos. Os genes do MHC classe | e Il sdo os responsaveis por
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codificarem moléculas que estimulam rapidas e potentes respostas imunes
mediadas por célula e humoral. Entretanto, pesquisas demonstraram que em
animais eutérios a expresséo da molécula de MHC pelas células trofoblasticas é
reprimida, presumivelmente como uma estratégia para evitar o reconhecimento
e a destruicdo pelo sistema imunolégico materno (NORONHA; ANTCZAK,
2010). Os trofoblastos do alantocérion, que compreendem a maior parte da
interface feto-maternal, ndo expressam proteinas do MHC classe |, embora
algum mRNA possa ser encontrado (BACON et al., 2002).

Durante uma janela curta do inicio da gestacéo, os trofoblastos da cinta
coribnica e dos cdlices endometriais, expressam uma grande quantidade de
antigenos MHC classe |, de origem materna e paterna. A partir do 30° dia de
gestacédo a quantidade expressa de genes MHC classe | pode ser comparavel a
mesma quantidade encontrada em tecidos linfoides. Permanece alta até pouco
depois de as células se diferenciarem por completo em células trofoblasticas dos
calices endometriais, e alcangcam niveis quase indetectaveis por volta do 45° dia
de gestacao (CRUMP, 1987).

As respostas imunes geradas a partir da fémea gestante trabalham para
regular a inflamacédo a partir de mediadores inflamatérios e anti-inflamatorios.
Estes mediadores sao classificados como citocinas, proteinas que além de
desempenhar a regulacdo da resposta imune sao importantes nas respostas
inflamartérias e na hematopoiese. Além disso, apresentam grande importancia
na atividade celular, migracdo, contato entre células, proliferacdo e expressao
génica (SAINI et al., 2011). Estas proteinas podem ser secretadas através de
linfécitos Thl ou Th2. A resposta gerada por linfécitos Thl tende a um perfil pré-
inflamatorio, ativando macréfagos e resposta imune mediada por célula. Do outro
lado, a resposta gerada por citocinas provenientes de linfécitos Th2 conduzem o
sistema imune a uma resposta anti-inflamatoéria através da diferenciacdo das
células B e da producao de anticorpos (CHAOUAT et al., 1995).

A gestacdo pode ser comumente nomeada como um “fenémeno Th2’
devido a transformacéo da relacdo entre as citocinas Thl (IL-1, IL-2, INF-y, TNF-
a) e Th2 (IL-4, IL10, IL-13) que ocorre ao longo da gestacéo (SAITO et al., 2010).
Esta alteracdo tem sido sugerida como um possivel mecanismo para
sobrevivéncia fetal (GHAEBI et al., 2017). Diversos trabalhos demonstram a

7

relevancia destas proteinas ao longo da gestacdo, como € o exemplo de
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Tachibana et al. (2013), que demonstraram a crescente expresséao de IL-4 (Th2)
no dia 25 da gestacgao contrastando com IL-12 (Th1) que apresentou um padréo
de expressdo decrescente até o dia 25 de gestacdo. Tanto IL-12 quanto IL-4
desempenham papel importante na modulagdo da resposta imune frente ao
semi-aloenxerto, pois sdo capazes de induzir linfécitos T CD4+ virgens em
linfécitos Thl e Th2, respectivamente (ANDREW et al.,2001)

A populacdo de linfécitos T reguladores (Treg) durante o periodo
gestacional na mulher é amplamente desenvolvida, seja na circulagcédo
sanguinea, ou na interface materno-fetal (FIGUEIREDO, 2016). Esta alteracao
pode ser percebida também na espécie equina (AURICH et al.,, 2014). A
presenca do Treg na interface materno-fetal intervém para regular a reagéo alo-
reativa das células Thl e Thl7, gerando um ambiente favoravel para a
manutencao da prenhez, visto que o balanco entre Th1/Th2 néo é suficiente para
impedir o aborto na espécie humana (ALIJOTAS-REIG; LLURBA; GRIS, 2014).

A fim de detalhar a resposta imune da égua durante a gestacédo, Fedorka
e colaboradores (2019), desenvolveram estudos baseados na andlise da
resposta de Thl, Th2 e Treg durante a gestacdo. Utilizando amostras da
membrana corioalantdide e do endométrio nos dias 45, 120, 180, 300 e 330 de
gestacédo quantificou-se, a partir de qPCR, a expressao de citocinas relacionadas
com cada tipo de resposta celular.

Evidenciou-se que a resposta imune dinamica e adaptativa da égua
assemelha-se, em grande parte dos eventos, a da espécie humana. Observou-
se 0 aumento da expressado de citocinas pro-inflamatdrias na fase inicial da
gestacéo, assim como descrito ha espécie humana (MOR et al., 2011). O retorno
da predominancia da resposta pro-inflamatéria se deu novamente ao fim da
gestacdo, porém nédo foi possivel validar a informagcédo devido ao processo de
coleta de material para analise.

A populacdo de citocinas anti-inflamatérias do endométrio e do
corioalantéide demonstrou crescimento expressivo ao longo do periodo
gestacional da égua, demonstrando perfil similar de crescimento em comparacao
com as amostras de éguas em diestro (FEDORKA et al., 2019). Acredita-se que
o balanco entre a populacao de linfocitos Th2 pode ser critico para a manutencao
da prenhez, e qualquer mudanca nessa populacdo pode condicionar ao aborto
(MAKHSEED et al., 2001).
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2.5 Parametros hematoldgicos e bioquimicos da gestacéo

As alteracdes fisiologicas na égua durante a gestacao levam a aumentos
na demanda corporal, portanto, também resultam em alteracfes na homeostase
do sangue (MORRIS, 1998). A magnitude das variagdes hematologicas durante
a gestacdo, e a sua compreenséo, possibilitam o entendimento de questdes
fisiopatologicas, tornando-se uma importante ferramenta para o0
acompanhamento e manejo de fémeas equinas gestantes (KRAMER, 2000).

Tais mudancas sao atribuidas a saude das éguas e tém sido associadas
ao desenvolvimento fetal. Em mulheres, estudos recentes demonstraram a
existéncia de uma relacdo causa-efeito com certas anormalidades bioquimicas
e complicacdes obstétricas, indicando que as alteracbes destes valores
compensam as necessidades metabdlicas da mée e adaptam-se ao crescimento
fetal (GAGNON, 2008).

Faramarzi et al. (2018) demonstraram a partir de um estudo do perfil
hematolégico de éguas prenhes uma significativa reducdo na quantidade de
células sanguineas vermelhas, no hematécrito e na hemoglobina, em
comparacao com éguas nao prenhes. O mesmo resultado ndo foi encontrado em
um estudo anterior avaliando-se 16 eguas de tracdo (AOKI; ISHII, 2012).

A caracteristica de hemodilui¢cdo durante a prenhez € um fenbmeno muito
bem estabelecido na espécie humana. Acredita-se que a reducéo da viscosidade
do sangue esteja relacionada com uma melhora no fluxo sanguineo para a
placenta. Este fenbmeno se torna ainda mais importante no fim da gestacao pela
maior demanda nutricional e de oxigénio gerada pelo feto (CHANDRA et al.,
2012).

A contagem de células sanguineas da linhagem branca ndo apresentou
diferencas significativas durante a gestacdo, como demonstrado por Faramarzi
et al. (2018). Embora Bazzano et al. (2014) tenham demonstrado um
crescimento significativo de leucdcitos quatro semanas antes do parto, sendo o
valor maximo durante o parto, corroborando com os resultados de Orozco et al.
(2007) que apresentaram um crescimento de leucdcitos a partir da segunda
metade da gestacdo em éguas Brasileiro de Hipismo e Bretéo.

O sucesso da gestacdo estd relacionado com uma série de eventos

fisiolégicos a fim de produzir ajustes nos sistemas cardiovasculares e
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metabdlicos para se adequar ao aumento do contetdo uterino e aumentar a
disponibilidade de nutrientes ao feto (BUTTE, 2000). As mudanc¢as hormonais
de esterdides, peptideos, prostaglandinas, estrogénios e progesterona
decorrentes da gestacdo resultam em aumento no volume plasmético e na
sintese de proteinas plasmaticas. Estas mudancas modulam a capacidade
materna de suprir de energia e de nutrientes a unidade feto-placentaria. Além
disso, essas mudancas tém efeitos sobre a funcdo renal, fluxo hepatico e
cardiovascular materno, resultando em aumento na demanda metabdlica
(MORRIS, 1998).W

As caracteristicas na classificacdo quanto ao perfil bioquimico durante a
gestacao apresentam variagcdes em determinadas analises, assim como no perfil
hematoldgico, visto que a demanda metabdlica é incrementada. Avaliando o
perfil bioquimico do plasma sanguineo durante toda a gestacao de éguas Puro-
Sangue Espanhol, Sotué e Montesinos (2013) estabeleceram que, clinicamente,
pode ser recomendado o uso de intervalos de referéncia especificos para os trés
trimestres de gestacdo. Essa condicdo se da de acordo com determinados
eventos hormonais e metabdlicos que ocorrem durante o periodo gestacional da
egua. Da mesma forma, Faramarzi et al. (2018) demonstra em seus estudos
variacbes importantes no perfil bioquimico da égua gestante, muitas vezes
correlacionadas com padrdes vistos na espécie humana.

Os niveis de albumina e ureia durante a gestacdo da égua apresentam
significativa reducdo durante o segundo trimestre de gestacdo (FARAMARZI et
al., 2018), o que se assemelha ao encontrado no terceiro trimestre de gestacéo
das mulheres, onde os baixos niveis de albumina e ureia, devido a hemodiluicéo,
causam importante decréscimo na pressao oncoética, predispondo a formacéo de
edemas fisiolégicos e condicbes de pré-eclampsia. Os mesmos resultados néo
foram encontrados por outros autores avaliando-se diferentes racas durante a
gestacdo, como Puro Sangue Espanhol, Brasileiro de Hipismo, Cavalo de Sela
Americano, Quarto de Milha (HARVEY et al., 2005; OROZCO et al., 2007)

Avaliando o perfil bioquimico de éguas gestantes e ndo gestantes das
racas Brasileiro de Hipismo e Bretdo, Campelo (2008) demonstrou que as
concentragdes séricas de creatinina, fosfatase alcalina, proteina total, cloro (ClI)
e potassio (K+) se mantiveram praticamente inalterados durante a gestacéo. Os

valores da aspartato aminotransferase (AST), albumina, bilirrubinas direta,
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indireta e total, sédio (Na+) e calcio (Ca++) mostraram tendéncia a diminuicéo,
enquanto as concentracdes de ureia e de fosforo (P) flutuaram sem um padréo

definido durante a gestacéo.
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3.1 Resumo

Existe um complexo mecanismo de interacdo materno-embrionario, que
permite uma sequéncia de eventos exata para que o reconhecimento materno
da prenhez, manutencao do corpo lateo primario e desenvolvimento embrionario
ocorra adequadamente. As alteracdes sistémicas durante a prenhez na égua
tém sido pouco estudadas, porém podem revelar pontos importantes da
complexa fisiologia da interacdo entre o embrido geneticamente diferente e a
homeostase materna. Este trabalho teve como objetivo avaliar as alteracfes
envolvendo o sistema imunolégico, hematoldgico e bioquimico na prenhez inicial
da égua, associando a eventos essenciais a manutencdo da gestacdao, em um
carater sistémico de avaliacdo. Foram coletadas amostras de sangue de 8 éguas
ciclicas durante a temporada reprodutiva. As amostras foram coletadas no dia
da inducéo da ovulagéo (D -2), no 15° dia (D 15), no 25° dia (D 25) e no 45° dia
(D 45) p6s ovulagcdo. As amostras coletadas através de venopuncédo jugular
foram encaminhadas para a realizacdo de hemograma e avaliacdo de
metabolitos séricos. A técnica de reacdo em cadeia de polimerase em tempo real
(RT-gPCR) foi utilizada para verificar a expressao de interleucina 4 (IL-4), fator
de necrose tumoral (TNF-a) e receptor de hormonio luteinizante (RLH). No
hemograma, a variavel que apresentou diferenca significativa entre grupos foram
os eosinofilos, que apresentaram um aumento na concentracdo do D-2 para o
D25, e uma diminuicdo do D25 para o D45. Ja os leucécitos segmentados,
apresentaram uma reducao significativa entre os grupos do DO e D15. A AST
demonstrou uma tendéncia de aumento entre DO e D15 e maior concentracao
no DO emrelagdo ao D25. A IL-4 apresentou aumento significativo no D15 e D25
em relacéo ao D-2, acompanhando o padrao dos eosinofilos. Os eosindfilos e os
leucécitos segmentados podem ter papel importante no inicio da gestacao,
podendo ser reflexo da resposta imune celular ao aloenxerto fetal. Corroborando
com os resultados a interleucina-4 confirma o resultado encontrado visto que 0s
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eosinodfilos sdo responsaveis por parte da liberacao desta citocina. Concluimos
que alteragbes sistémicas principalmente os eosinodfilos e a IL-4 podem estar
alterados seguindo o momento importante de reconhecimento materno e
tolerancia imunologica, que ocorre durante o periodo de prenhez inicial.

Palavras-chave: reproducéo equina, prenhez, embrido.

3.2 Introducéao

A complexa interagao entre o embrido e o ambiente materno traduz a
dicotomia em que o sistema imune materno é submetido, de um lado
encarregado de evitar infeccBes a partir de antigenos e de outro submetido a
aceitacao de antigenos embrionarios, fetais e placentarios (COLLINS et al.,
2009). Durante a gestacédo diversos efetores e moléculas do sistema imune
estabelecem tolerancia materna especifica em relacdo ao feto semi-alogénico.

Durante a gravidez em mulheres saudaveis, uma transi¢do de citocinas
do tipo predominantemente Thl para citocinas do tipo Th2 foi observada em
células mononucleares do sangue periférico (PBMC), em comparacdo com
mulheres que ndo estavam gravidas, o0 que ocorre entre 0s primeiro e terceiro
trimestres de gravidez. A gestacao equina parece imitar a gestacdo humana de
varias maneiras, pelo periodo médio da gestacdo governado pelas propriedades
anti-inflamatorias, precedido por um padrdo de expressdo de citocinas proé-
inflamatoria e podendo ser observado novamente ao fim do periodo gestacional
(FEDORKA et al., 2019).

Devido a presenca do aloantigeno derivado do pai, a unidade feto-
placentaria é considerada um aloenxerto que precisa escapar do
reconhecimento e destruicdo pelo sistema imune materno (ALUVIHARE et al.,
2004). Esta condicdo € chamada de tolerancia materna do concepto
(ALUVIHARE et al., 2004; NORONHA; ANTCZAK, 2010; ANTCZAK, 2012). A
redundancia envolvendo os mecanismos de protecdo gerados pelo sistema
imune da fémea gestante ajudam a garantir a transmissao de vida de geracéo
em geracdo, tornando a tolerancia imunolégica um rico campo de
desenvolvimento cientifico (ANTCZAK, 2012).

As citocinas séo potentes mediadores celulares que regulam as respostas
imunoldgicas, parte delas ativam respostas inflamatorias e sdo denominadas em

conjunto pro-inflamatorias, mediada por linfécito Thl como é o exemplo do fator
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de necrose tumoral alfa (TNF-a). Enquanto outras atenuam esse processo e séo
denominadas de anti-inflamatérias, mediadas por linfécitos Th2 como € o
exemplo da interleucina 4 (IL-4) (MOSMANN et al., 1989). O desequilibrio na
producdo dessas moléculas esta frequentemente associado a fisiopatologia de
doencas reprodutivas, como falhas de implantacao e perdas fetais em mulheres
(RAGHUPATHY et al., 2001).

As perdas gestacionais nos primeiros dias de gestacdo Ssao
caracterizadas como a principal causa para baixos indices reprodutivos.
Independentemente da idade da égua, a maioria das perdas gestacionais
ocorrem até o 35° dia de gestacdo (MORRIS; ALLEN, 2002). Dentre as possiveis
causas, defeitos morfologicos, inadequado crescimento embriondrio e
sinalizacdo embrionario deficiente para posterior reconhecimento materno da
gestacdo (BERGFELT; WOODS; GINTHER, 1992). Neste contexto, Aurich e
colaboradores (2014) demonstraram que éguas que apresentavam baixos niveis
de linfocitos T reguladores apresentavam maior incidéncia de perdas
embrionarias, apresentando a forte interagdo do sistema imune com o
reconhecimento materno da gestacdo antes mesmo do contato do sémen com o
utero.

A atribuicdo de novas funcdes aos eosinofilos, além da notoria capacidade
de resposta contra helmintos, € um dos exemplos da capacidade de diferentes
células do sistema sanguineo gerarem respostas frente a acontecimentos néo
identificados anteriormente. A capacidade de processar antigenos, estimular
células T e promover respostas humorais por meio de interacdes com células B,
sdo novas atribuicdes descritas aos eosindfilos (RAVIN; LOY, 2006). Da mesma
forma, a presenca de leucdcitos no Utero de primatas e porcas durante o periodo
de implantacdo sugere que macrofagos desempenhem um papel de
reconhecimento do tecido fetal pelo sistema imune e talvez desempenhe um
papel de suporte no desenvolvimento placentario (WHYTE; BINNS, 1994;
SLUKVIN; BREBURDA; GOLOS, 2004)

As alteracfes hematoldgicas e bioquimicas durante a gestacéo da égua
tém sido amplamente pesquisadas (HARVEY et al., 2005; OROZCO et al., 2007,
CAMPELO, 2008; AOKI, 2012; SOTUE, MONTESINOS, 2013; BAZZANO et al.,
2014; FARAMARZI et al., 2018). Estas pesquisas estao voltadas principalmente

as desordens clinicas, buscam avaliar o periodo gestacional completo, o
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periparto da égua e também o puerpério. Este trabalho teve como objetivo avaliar
as alteracdes envolvendo o sistema imunolégico, hematolégico e bioquimico na
prenhez inicial da égua, associando a eventos essenciais a manutencdo da

gestacéo.

3.3 Materiais e Métodos
3.3.1 Animais

O presente estudo foi realizado durante a temporada reprodutiva no
hemisfério sul em cidades da regido metropolitana de Porto Alegre, RS, Brasil
(27°12'51” S, 49°38'35” O). As amostras de sangue foram coletadas de 8 éguas,
em quatro momentos diferentes, todas sob manejo extensivo de criagéo,
pastagem nativa e agua ad libitum. A idade média das éguas variou de 6 a 15
anos de idade. No principio da avaliacéo, todas as éguas foram submetidas a
exame clinico e exame ginecologico baseado em palpacédo retal e exame
ultrassonografico do trato reprodutivo. As fémeas classificadas como
clinicamente saudaveis e aptas a reproducéo deram seguimento ao estudo. Este
trabalho foi realizado sob aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Rio Grande

do Sul, Brasil (protocolo nimero 43034).
3.3.2 Desenho experimental

Apoés avaliacdo inicial as éguas eram submetidas a palpacao retal e
analise ultrassonografica rotineiramente para identificacdo de estro. Quando
identificado foliculo ovariano = 35mm de diametro e edema uterino realizava-se
a inducdo da ovulacdo a partir da administracdo de 250 pug de Acetato de
Histrelina (STRELIN®, Botupharma). No dia subsequente a inseminacao artificial
com sémen refrigerado era realizada. Apos 48 horas da aplicacdo do indutor de
ovulacdo a avaliacdo reprodutiva da fémea era realizada na intencdo de
confirmar a ovulacao e identificar a presenca ou ndo de liquido intrauterino. O
momento da inducdo da ovulacdo representava o dia -2 (48 horas antes da
ovulacdo) do experimento, onde o dia zero representaria 0 momento da
ovulacdo. Todas as éguas do presente estudo ovularam dentro do prazo

estipulado, obedecendo o prazo determinado para ser classificado como dia
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zero. Apés 15 dias da confirmacao da ovulacéo, o diagndstico de gestacao era
realizado e era realizada uma coleta de sangue. No dia 25 e 45 de gestagao as
éguas passavam por nova avaliacdo reprodutiva e coleta de sangue.
Constituindo assim os grupos analisados, que representam os dias da indugéo
da ovulacdo (D -2), o dia do diagnéstico de gestacdo (D 15) e fixacao
embrionéria, dissolucdo da cédpsula embrionéria (D 25) e inicio da fase fetal e
presenca dos calices endometriais (D 45). Imediatamente apds a coleta das

amostras, o sangue era encaminhado aos laboratérios.
3.3.3 Coleta e manipulacdo das amostras

Foi realizado quatro colheitas de sangue periférico, através de vendclise
jugular das éguas. Foram coletadas trés amostras do sangue periférico, uma
para realizacdo de qPCR, foi coletada em tudo de Heparina (10ml). A segunda
amostra foi coletada em tubos contendo EDTA para a realizacdo de da analise
hematol6gica (4ml), e a terceira amostra foi coletada em tubos sem
anticoagulante para realizacdo do perfil bioquimico (4ml). Todos os tubos foram
transportados sob refrigeracéo até o laboratorio para o processamento.

O hemograma, leucograma e bioquimico foi realizado junto ao Laboratorio
Zelle de Patologia Clinica, na cidade de Porto Alegre, RS. O gPCR foi realizado
junto ao REPROLAB — UFRGS.

3.3.4 Extracéo e transcricao reversa do RNAmM

As amostras coletadas em tubo contendo heparina e acondicionadas em
recipiente de isopor, permaneciam refrigeradas até a chegada ao Laboratorio de
Reproducdo Animal (REPROLAB), onde iniciava-se o isolamento do RNAm dos
leucdcitos através de kit comercial SV Total RNA Isolation (Promega). Apos a
extracdo o RNAm foi quantificado por medicao fotométrica (NanoDrop, Thermo
Scientific®). A transcricdo reversa do RNAmM em cDNA foi realizada de acordo
com as instrucbes do fabricante do kit comercial GoSCRIPT Reverse

Transcription Mix, (Promega).
3.3.5 PCR em tempo real quantitativo (QPCR)

Para a quantificagdo relativa da abundancia dos transcritos foram

conduzidos ensaios de gPCR. A amplificacdo de cDNA foi realizada com
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intercalante fluoroforo SYBR Green Master Mix™ (Thermo Fisher Scientific). O
perfil do programa utilizado para a amplificagao foi 95°C por 2 minutos no sistema
Eco™ Real-Time PCR System (lllumina®) seguido por 40 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 10 segundos, anelamento e extensao por 45 segundos.
O célculo comparativo da expressdo relativa de mRNA das amostras foi
realizada com “cycle threshold” (CT) dos genes alvos através da férmula (2724CT),
A quantificagdo dos genes alvo foi obtida utilizando primers especificos de
equinos para TNF- a, IL-4 e receptor de LH (RLH). O gene constitutivo
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foi usado para realizar a
normalizacdo dos dados. Todas as reacdes foram realizadas em duplicata e o
controle negativo foi incluido em todas as analises. Os primers de amplificacdo
foram obtidos da Integrated DNA Technologies (IDT). As referéncias das

sequéncias de primers utilizadas estéo listadas na Tabela 1.

Tabela 1. Sequéncia de primers utilizados para expressao génica através de qPCR.

Gene Sequéncia de Primer (5'- 3') Referéncias
PF RLH CCA CAA CTG ATAGCT ACC AAC AAAG (HERRERA-LUNA: BUDIK; AURICH, 2012)
PR RLH TGC AGG TGA AAT CGG TGAA G
PF L4 CAA AAC GCT GAA CAA CCT CA (SANCHEZ-MATAMOROS et al., 2013)
PR IL4 CTG TTG AAG CAC CTT TGC AG
PF TNF -a GCT CCAGAC GGT GCTTGT G (RIIHIMAKI et al., 2008)
PR TNF -a GTG AAA CCC CAC TAG CCG
PF GAPDH GAT TGT CAG CAATGC CTC CT (COYNE et al., 2009)
PR GAPDH GGT CTT GTA GTA GGG ACG AA

Abreviaturas: PF: primer forward, PR: primer reverse. RLH: receptor de hormdnio luteinizante. IL4:
intereucina -4. TNF: fator de necrose tumoral. GAPDH: gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase.

3.3.6 Andlise sanguinea e bioquimica

Ao chegarem ao Ilaboratério, as amostras sanguineas eram
encaminhadas ao homogeneizador e eram homogeneizadas varias vezes antes
de serem submetidas a qualquer andlise. Apds, cada amostra era submetida a

técnica do micro hematdcrito, consiste em centrifugar uma aliquota do sangue
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em capilar, para determinacdo de hematdcrito, através de leitura em régua de
hematdécrito, para conferéncia de parametro também realizado em analisador
hematologico automatico, além de fornecer a oportunidade de avaliar
anormalidades quanto a coloragcdo do plasma, dosagem de fibrinogénio e
proteina plasmatica total, por refratometria, servindo ainda, para visualizar a
capa leucocitéaria (KERR, 2003; REBAR et al., 2003).

A dosagem de hemoglobina, contagem de eritrécitos e contagem de
leucécitos totais foi realizada de maneira automatizada, com a utilizacdo do
contador eletrénico de células pocH Sysmex 3Diff®. Apds, realizaram-se
esfregacos sanguineos em lamina, para posterior coloragdo e contagem
diferencial de leucécitos. A contagem especifica ou diferencial era feita pelo
exame microscopico do esfregaco sanguineo. Os leucocitos eram identificados
e registrados no totalizador eletrbnico até atingir 100 células, obtendo assim
valores relativos, que permitem obter os valores absolutos (ALMEIDA; SILVA,
1995).

As amostras para exames bioquimicos, apos retracao do coagulo, foram
centrifugadas e o soro utilizado para mensuracdo de analitos especificos. Os
bioquimicos foram mensurados pelo método colorimétrico-cinético/enzimatico,
de acordo com a técnica especifica para cada analito, utilizando-se Kkits
comerciais LABTEST® e analisador bioquimico automatico Labmax 240,
LABTEST®. Os bioquimicos séricos analisados foram aspartato
aminotransferase (AST), bilirrubina total, bilirrubina direta, albumina, fosfatase
alcalina (FA), calcio total, fésforo, creatinina, ureia e proteina sérica total. As
técnicas utilizadas para cada um dos exames bioquimicos especificos seguiram
as instrucoes dos fabricantes.

As amostras foram centrifugadas a 2000 rpm por cinco minutos e, apos
sinérese, o soro obtido foi acondicionado em tubos do tipo eppendorfs,
identificados e armazenados adequadamente (-20°C) até o momento das
determinacdes. O ion cloreto (Cl-) foi analisado com o auxilio de reagentes para
diagndstico Labtest e posterior leitura espectofotométrica. As determinagdes das
concentracfes séricas de sodio (Na+) e potassio (K+) foram realizadas com o
auxilio de conjunto de reagentes para diagndéstico e leituras em Seletor de ions.
A determinacédo da andlise de AST, ureia, creatinina, fosfatase alcalina, proteina

total, bilirrubina, albumina, calcio e fésforo, foi realizada utilizando um conjunto
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de reagentes Labtest especificos, seguindo-se rigorosamente as instrucdes
contidas nos mesmos. As leituras foram realizadas por meio de
espectofotdbmetro.

A concentragdo de globulinas foi efetuada no soro, calculando-se a
diferenca entre os valores de proteina total e albumina. Para a avaliagdo do
fibrinogénio as amostras foram acondicionadas em tubos contendo citrato de
sédio 3,8% (20 mg/mL) e analisadas imediatamente apds a colheita, de acordo
com o procedimento cronométrico, com auxilio de conjunto de reagentes

(Wiener) e posterior leitura em analisador especifico.

3.3.7 Andlise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o software Statistix 8, a avaliacédo
da normalidade dos dados foi realizada com o teste de Shapiro-Wilks. Os dados
estdo demonstrados com a média + o desvio padrdo. Os quatro grupos
experimentais (D -2, D 15, D 25 e D 45) foram considerados variaveis
independentes e os constituintes do hemograma, leucograma, bioquimico e a
expressdo dos genes (IL4, TNF- a e RLH) foram considerados variaveis
dependentes. Para as variaveis dependentes que apresentarem distribuicéo
paramétrica, foi realizada uma analise de Variancia (ANOVA), seguida do teste
T — Tukey post hoc para localizar as diferencas. Para as variaveis dependentes
gue apresentaram distribuicdo ndo paramétrica foi realizada a analise com o
Teste de Kruskal-Wallis. Foram consideradas diferencas significativas as
comparagdes que demonstrarem o P < 0.05 e valores de P entre > 0,05 e < 0.1
foram consideras tendéncias. O coeficiente de correlacdo de Pearson foi
utilizado para verificar as relagdes existentes entre as variaveis dependentes. A
correlacédo foi avaliada de acordo com o valor de r e P <0,05. Valores entre 0,40
e 0,60 foram considerados como correlacfes de moderada intensidade, valores

>0,60 foram considerados com forte intensidade de correlagéo



31

3.4 Resultados

No presente estudo, a expressao génica da interleucina 4 (IL-4)
apresentou maior abundancia nos dias 15 e 25 em relagdo ao dia -2. J4 a
expressdo de TNF — a e de receptor de LH ndo apresentaram diferencas

estatisticas ao longo dos dias avaliados (Figura 1).

RLH a = ILe b

ab

40 a TNFa

D-2 D15 D25 D45

Figura 1. Quantificacdo relativa (QR) da expressao génica (+ DP) de RLH, IL4 e TNF-a
no sangue periférico de éguas no dia da indug&o da ovulagéo (-2) e nos dias 15, 25 e
45 de prenhez. ® Letras diferentes indicam diferencas entre os grupos (P<0,05).

No eritrograma, as variaveis analisadas (Tabela 2), em geral, nao
apresentaram diferencas estatisticas entre os dias avaliados, sendo possivel
observar tendéncias estatisticas entre os dias em algumas delas. Ja no
leucograma (Tabela 3) as variaveis eosindfilo, leucécitos segmentados e
plaquetas totais apresentaram diferencas significativas entre os dias avaliados
(Figura 2). O eosindfilo apresentou aumento significativo no dia 25 em relacéo
aos dia -2 e 45. Ja os leucdcitos segmentados apresentaram uma redugcdo no
dia 15 em relacdo a todos outros dias avaliados. As plaquetas totais

apresentaram reducéo significativa no dia 25 em relacdo ao dia -2. No
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bioquimico (Tabela 4), apenas as varidveis bilirrubina total, aspartato
aminotrasferase (AST) e fibrinogénio apresentaram diferencas estatisticas entre
os dias avaliados (Figura 4). Para a bilirrubina, a reducdo foi constante,
apresentando diferenca significativa apenas entre os dias -2 e 45. J4 a AST a
diferenca ficou entre os dias -2 e 25, com um significativo acréscimo nos valores
do dia 25. O fibrinogénio apresentou-se elevado no dia 25 em relagéo aos dias -
2e45.

Tabela 2: Média dos valores referentes ao eritrograma dos grupos avaliados com seus

respectivos valores de referéncia. (**) Sinais semelhantes demonstram tendéncia estatistica
entre os dias avaliados.

Eritrograma Valores de D-2 (DP) D15 (DP) D25 (DP) D45 (DP)
Referéncia
L 6,8—-11,9x 7,42625* 6,72125 6,59375*
Hemécias 108/ (1,05) (0,79) 7,245 (0,76) (0,66)
. 11,0375* 10,4475 10,94875 "
Hemoglobina 11,0 -19,0 g/di (1.22) (1,74) (1.29) 10* (0,96)
Hematdcrito 32-53% 34,5 (4,34) 32,5 (4,30) 33,75(3,69) 32,625 (3,33)
46,575** 48,3125* 49,5875"
_ o , , ,
V.C.M. 37-58,5% (1.69) (1.92) 47,3375 (2,21) (3.86)
32,1375 31,4375
C.H.C.M. 31-37% (1.15) 32,375 (1,75) 32,0375 (0,76) (1,29)
PPT 5,6 — 8,8 g/dl 7,3 (0,95) 7.5 (0,86) 7,925 (0,96) 7,6 (0,84)

Abreviaturas: (DP) Desvio Padréo
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Tabela 3: Média dos valores referentes ao leucograma dos grupos avaliados com seus
respectivos valores de referéncia. Diferentes letras (a,b) representam diferencas significativas

(P< 0,05) entre grupos.

Leucograma

Valores de
Referéncia

D15 (DP)

D45 (DP)

Leucécitos
Totais

9750
(2001,42)

10475 (2721,21)

Leucocitos
Segmentados

2.260 - 8.580

5314,875P
(674,27)

58692 (1516,91)

Linfécitos

1.500 - 7.700

3482,75
(1485,63)

3895,625 (2004,74)

Mondcitos

383 (397,48)

376,75
(400,86)

340,625 (326,80)

Eosindfilos

665,125
(565,92)

452,252 (320,05)

Basofilos

50,125
(76,74)

33 (93,33)

Plagquetas
Totais

255857,14%
(134129,8)

234875% (98063,3)

Abreviaturas: (DP) Desvio Padrao
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Figura 2: Demonstracéo grafica das variaveis do leucograma que apresentaram diferencas estatisticas
entre os dias da inducdo da ovulacdo (-2) e os dias 15, 25 e 45 de prenhez. Diferentes letras (a,b)
representam diferencas significativas (P< 0,05) entre grupos.
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Tabela 4: Média dos valores referentes ao bioquimico dos grupos avaliados com seus
respectivos valores de referéncia. Diferentes letras (a,b) representam diferencas significativas
(P< 0,05) entre grupos. (*) representa tendéncia estatistica.

Bioquimico Valores de D-2 (DP) D15 (DP) D25 (DP) D45 (DP)
Referéncia
0a0,40 0,27375
Bilirrubina Direta mg/dL 0,3475(0,12) 0,36375 (0,06) 0,31625 (0,10) (0,08)
1,0-2,0 . b b 0,58375°
Bilirrubina Total mg/dL 1,2%(0.38) 12047 0,73375% (0.,62) (0,53)
324,94875% 411,90520* 451,95625P 374,33125%
Aspartato <366 UL (73.13) (111,03) (93,63) (93,95)
Aminotrasnferase
2,60 - 3,70
Albumina gldL 2,33333(0,19) 2,25875(0,23)  2,36375(0,26) 2,405 (0,19)
11,2 - 13,6 9,86625
Calcio Total mg/dL 10,69 (1,58) 10,335 (0,99) 9,79875 (0,97) (1,05)
1,20-1,90
Creafinina g/l 1,23142(0,31) 1,10625(0,28)  1,23125(0,35) 1,075 (0,25)
279,53571 336,72875 325,78714
Fosfat_ase <395 U.l/L (72,55) (75,09) 337,255 (88,85) (107,07)
Alcalina
b
Fibrinogénio 2,0 4,0 g/L 3'(1145%5 4 (2,77) 43757 (1,40) 2,625 (1,06)
3,10 - 5,60 4,93125
Fésforo mg/dL 4,26 (0,95) 5,28875 (1,49) 4,295 (0,77) (1,53)
5,20-7,90 12,99428
Proteinas Totais g/dL (16,14) 76425 (0,84) 8,315 (1,15) 8,055 (1,12)
21-51 38,61428 44,20375 40,69333
Ureia moydL (20,91) (12,54) 39,8625 (7,96) (6,09)

Abreviaturas: (DP) Desvio Padréo
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Figura 3: Demonstracdo gréfica das variaveis bioquimicas que apresentaram diferencas
estatisticas entre os dias da inducao da ovulacéo (-2) e os dias 15, 25 e 45 de prenhez. Diferentes
letras (a,b) representam diferencas significativas (P< 0,05) entre grupos.

3.5 Discusséao

A pesquisa avaliando o sangue periférico no momento inicial da gestacéo
equina, objetivou apresentar as principais alteracfes sistémicas associando a
eventos essenciais a manutencéo da gestacdo. Tendo em vista a avaliacdo da
possivel influéncia sistémica de eventos restritos ao ambiente uterino, foi
possivel confirmar que a gestacao inicial € capaz de gerar alteracdes a niveis
sistémicos de avaliacdo, seja em um carater imunoldgico, hematologico ou
bioquimico.

Com a intensdo de analisar padrbes de respostas pro-inflamatérias ou
anti-inflamatérias optou-se pela escolha de genes representativos. Os resultados
referentes a expressao da IL4 na presente pesquisa demonstram um significativo
acréscimo nos dias 15 e 25 em relacéo ao dia -2, representando éguas ciclicas.
Na avaliacdo da expressdo génica de éguas ciclicas e de éguas nos dias 4 e 8
de gestacao, foi observado que a concentracdo de IL4 ndo apresentou diferenca

significativas entre os dias avaliados a partir de amostras de sangue periférico
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(KURAR et al., 2011). Este resultado, apesar de discordar da avaliagdo desta
pesquisa, ndo pode ser utilizado como comparagdo por ndo se tratar dos
mesmos dias de avaliacdo. Ja em amostras de endométrio de éguas prenhes
nos dias 13, 19 e 25 um aumento significativo da expresséo de I1L4 no dia 25
comparado a éguas ciclicas foi identificado (TACHIBANA et al., 2013), o que
corrobora com os dados da presente pesquisa onde.

De acordo com Andrew et al. (2001) a interleucina 4 tem a capacidade de
induzir a transformacao de linfocitos CD4+ virgens em linfocitos do tipo Th2. A
producdo de IL4 esta relacionada com uma variedade de tipos de células. Como
mastocitos, basofilos e eosindfilos que desempenham papel importante na
liberacdo desta citocina, (BROWN; HURAL, 1997) o que corrobora com os dados
do presente estudo, onde a maior expressao de IL-4 foi no grupo D25 assim
como na analise quantitativa dos eosindfilos. Fato semelhante foi descrito por
Ekerfelt et al. (1997), quando demonstrou a significativa secrecéo da IL4 no
segundo e terceiro trimestre de gestacéo na mulher, corroborando com o desvio
imunoldgico a padrdes Th2, sugerindo a protecéo ao feto contra a sua rejeicao.

Descrito primeiramente por Paul Ehrlich em 1879 (GLEICH, 2013), o
eosindfilo foi considerado por muitos anos uma célula efetora terminal associada
a infec¢cdes por helmintos e causadora de dano tecidual. Porém, atualmente
sabe-se que o eosindfilo atua em diferentes frentes sendo capaz de interferir na
imunidade inata e adaptativa, desempenhando papel importante na
imunomodulacdo (RAVIN; LOY, 2016). Em condi¢cdes normais, o eosinéflio €
encontrado no timo, trato gastrointestinal, Utero e glandula mamaria. Liberado
pela medula 6ssea, possui meia vida de 18 horas, permanecendo pouco tempo
na corrente sanguinea, porém boa parte migra aos tecidos referenciados
podendo permanecer ativo por até duas semanas (BLANCHARD;
ROTHENBERG, 2009). Em condicbes inflamatoérias linfocitos Th2 ativados
produzem citocinas incluindo IL-4, IL-5 e IL-13. Essas citocinas regulam
positivamente a producdo de quimiocinas envolvidas no trafego de eosindfilos:

eotaxinas, RANTES (células T normais expressas e secretadas reguladas apo6s
ativacdo) e MCPs (proteina quimiotatica para macréfagos) (HOGAN et al., 2008).

Na presente pesquisa foi demonstrado que a IL4 e os eosindfilos possuem um
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comportamento semelhante, o que pode sugerir um predominio Th2 na resposta
ao embrido e assim sua sobrevida como visto em outras espécies animais.

Evidéncias demonstram o complexo papel que os eosindfilos
desempenham na imunidade do hospedeiro. Semelhante aos neutréfilos, os
eosinodfilos podem fagocitar materiais estranhos, incluindo bactérias, leveduras
e parasitas, embora apresentem desempenho menos eficiente (SHAMRI;
XENAKIS; SPENCER, 2011). Ademais, uma nova visdo a respeito dos
eosindfilos e da sua capacidade de interferéncia na imunidade adaptativa do
hospedeiro vém sendo apreciada. Processar antigenos, estimular células T e
promover respostas humorais por meio de interagdes com células B, sdo novas
atribuicdes dos eosindfilos (RAVIN; LOY, 2006). Dessa forma é plausivel
associar o eosinofilo como agente relevante na resposta imune celular. Visto que
sua concentracao foi crescente até o D25 da prenhez, periodo em que se pode
observar grande interacdo materno-embrionaria com o sistema imune, tal qual
envolvendo por exemplo, o processo de dissolucdo da capsula embrionaria. Tais
caracteristica, como o tempo de permanéncia do eosinéfilo na corrente
sanguinea exaltam a relevancia desta célula durante tal periodo, gerando a
hipétese de que sua concentracdo nos tecidos alvo tendem a ser mais
expressivas.

Embora a reducéo do D -2 em relacdo ao D 15 de gestacdo associada
aos leucécitos segmentados ainda esteja dentro dos padrdes de referéncia para
a espécie equina, uma série de informacdes a respeito do papel dos leucdcitos
em relacdo a gestacao foi descrita por Whyte e Binns (1994) que relataram a
presenca de leucécitos durante o periodo de implantacdo do blastocisto (dia 14
até 30 apos a ovulacdo) em porcas. Estes leucoécitos foram observados
majoritariamente na forma intra-epitelial em associacdo com as glandulas
endometriais e em menor quantidade no epitélio luminal. O mesmo aumento na
populacédo uterina de leucdcitos foi apresentado avaliando primatas. O estudo
sugere gue os macréfagos presentes no Gtero possam desempenhar um papel
de reconhecimento do tecido fetal pelo sistema imune e talvez desempenhe um
papel de suporte no desenvolvimento placentario (SLUKVIN; BREBURDA,;
GOLOS, 2004). Respeitando as variagfes entre espécies, seja por diferentes
formas de placentacdo ou mesmo por diferentes periodos de implantacdo do

blastocisto, parece que o influxo de leucécitos para o Utero da égua esteja
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presente e essa variagdo negativa na concentracdo dos leucdcitos periféricos
esteja relacionada a este processo.

Semelhante aos leucécitos as plaquetas, com o avanco nos dias de
prenhez apresentaram uma diminuicdo de concentracdo no D25 em relacao ao
D -2. O'Neill (1985) demonstrou que a injecdo de meio de cultura de embrides
em Utero de ratas esplenectomizadas induzia significante trombocitopenia dose
dependente. Esta trombocitopenia é gerada em ratas por fatores ativadores de
plaguetas produzidos pelo ovadcito fertilizado. O aumento das concentracdes
deste fator ativador de plaquetas no periodo pré-implantacéo e a significativa
diminuicdo no dia da implantacao do blastécito em coelhas, sugerem que este
potente autocéide inflamatério pode desempenhar papel vital na implantacao
(ANGLE et al.,1988).

As pesquisas avaliando perfis hematologicos e bioquimicos em éguas
prenhes tem como objetivo apresentar e padronizar intervalos de confianca para
componentes do sangue e do plasma. Avaliando-se diferentes periodos e
diferentes racas o foco principal € a sua utilizagcéao clinica, visto que os clinicos
carecem de informacdes confiaveis e medidas validas de hematologia e
bioquimica em éguas ao longo da gestacdo (FARAMARZI et al.,, 2018). Em
ampla maioria, os estudos avaliam principalmente os periodos de periparto, pos-
parto e primeiros meses de aleitamento (HARVEY, 1994; HARVEY, 2005; AOKI;
ISHII, 2012; MARIELLA, 2014). A partir dos analitos bioquimicos, (SATUE;
MONTESINOS, 2013; HARVEY, 2005; MILINKOVIC-TUR et al., 2005) avaliaram
o periodo completo da gestacdo mensalmente, sendo os dois ultimos avaliando
adicionalmente os 4 primeiros meses de pos-parto. Em nosso estudo buscamos
dividir os grupos, de acordo com o0s momentos relevantes da fisiologia
reprodutiva da égua durante o periodo de prenhez inicial, desta forma relacionar
todos os dados estudados.

Harvey et al. (2005) demonstraram que as concentracdes de aspartato
aminotransferase (AST) foram significativamente maiores nos primeiros meses
de gestacédo e no aleitamento em comparacdo com o periodo médio e final da
gestacdo. Porém ndo apresentou diferencas significativas quando comparado
com o grupo de referéncia ndo gestante e ndo lactante. Resultado semelhante
foi encontrado por Satué e Montesinos (2011) demonstrando significativa

reducéo na concentracao de AST do primeiro ter¢co gestacional para o tergo final.
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Estes resultados corroboram em parte com os resultados encontrados, visto que
a concentracao de AST apresenta uma tendéncia de crescimento no D15 em
comparacgao ao D-2 e apresenta crescimento significativo no dia D25 em relagao
ao D-2.

Comparando os resultados das concentracdes de bilirrubina total com o
qgue foi encontrado por Harvey e colaboradores (2005) podemos identificar
informagdes contrastantes, provavelmente decorrente das diferencas entre os
grupos das diferentes pesquisas. Os valores de bilirrubina no presente estudo
apresentam-se em decréscimo, apresentando diferenca significativa do dia 45
em relacdo ao dia -2. Para Harvey e colaboradores os valores iniciam, apés o
primeiro més de avaliagdo, um crescimento até basicamente o parto, onde
retornam a valores proximos ao encontrado no primeiro més de gestacao.

O crescimento gradual da concentracdo de fibrinogénio durante os
primeiros dias avaliados, apresentando aumento no D25 em relagdo ao D-2 e
D45, é similar ao padrdo encontrado por Klein e Troedsson (2011) quando
avaliaram a expresséo génica do embrido equino nos dias 8, 10, 12 e 14 apos o
dia da ovulacédo. Apresentando menor expressao no dia 8 em comparagdo com
os dias subsequentes em um padrao crescente, a expressao das subunidades
alfa, beta e gama do fibrinogénio foram semelhantes. Em humanos, o
fibrinogénio materno desempenha um papel de suporte a gestagcdo mantendo o
balanco hemostéatico e estabilizando a ligacdo uteroplacentaria através das
camadas fibrindides (IWAKI; CASTELLINO, 2005), esta funcdo pode ser
observada também nos ratos (IWAKI et al., 2002). Posteriormente Grant et al.
(2020) sugeriram que a relacdo do fibrinogénio na gestacdo equina pode ser
associada a ligacdo placentaria, em um modo dependente de integrinas, por
estar presente durante toda gestacédo na interface materno-fetal. Tais resultados
podem estar correlacionados com o aumento das concentracdes de fibrinogénio

encontrados no sangue periférico das éguas avaliadas no presente estudo.

3.6 Concluséo

Este trabalho demonstra a expressdo génica de interleucina-4 durante
diferentes momentos do desenvolvimento embrionario, assim, sugere-se que

esta interleucina possa desempenhar papel importante na imunomodulagao



40

materno-embrionaria. Da mesma forma, o eosindfilo, pode ser avaliado como

importante componente imune no reconhecimento materno da gestagéo.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo pode demonstrar as principais alteracdes apresentadas pela
égua prenhe nos primeiros dias de gestacdo no ambito sanguineo. Evidenciou
dados a pesquisa da reproducédo equina que podem, de alguma maneira, auxiliar
na identificagdo de possiveis mecanismos causadores de reducdo da fertilidade
e, quica, contribuir com a identificacdo do mecanismo responsavel pelo
reconhecimento materno da prenhez na égua.

Os valores encontrados para diferentes componentes do sangue
periférico e plasma sanguineos na presente pesquisa geram informacdes
inéditas para o seguimento das pesquisas com foco na imunomodulacdo
materno-embrionaria. Os mecanismos de atuacédo da maioria dos componentes
encontrados ainda precisam ser elucidados, necessitando assim, que mais
pesquisas sejam realizadas para esclarecer e aumentar a compreensao de

processos fundamentais do reconhecimento materno da gestagéao na égua.
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APENDICE A - Resumo apresentado no XXV Congresso Brasileiro de

Reproducéo Animal.

Hematological and biochemical analysis during early pregnancy in mares
Anélise hematoldgica e bioquimica durante a prenhez inicial da égua

Leonardo Glaeser Pault, Isabele Colla Lazzari Royes””, Veronica La Cruz Bueno'?,
Juliana Pereira Matheus?, Vanessa Canalt, Gustavo Rupp Larentis', Gustavo
Henrique Zimmer Winter?, Sandra Fiala Rechsteiner?, Henrique Boll de Araujo
Bastos!, Rodrigo Costa Mattost!

IREPROLAB - Faculdade de Veterinaria, UFRGS, Porto Alegre-RS, Brasil;
2HISTOREP - Instituto de Biologia, UFPEL, Pelotas-RS, Brasil;
3Laboratdrio Zelle de Patologia Cinica, Porto Alegre-RS, Brasil.

“E-mail: isabelelazzari97@gmail.com

There is a complex mechanism of embryo-maternal interaction, which allows an exact sequence
of events for maternal recognition of pregnancy, maintenance of the primary corpus luteum, and
appropriate embryo development. Systemic changes during early pregnancy in the mare have
been sparingly studied. However, they may reveal important aspects of the complex physiology
of the embryo, which thrives as a semi-allograft in the mother’s uterus during pregnancy. This
study aimed to demonstrate hematological and biochemical variations during the initial period of
equine pregnancy. Blood samples were collected from 10 cyclic mares on ovulation induction (D
-2) with human chorionic gonadotrophin during the breeding season and post-ovulation on days
15 (D15), 25 (D25), and 45 (D45). The mares were inseminated, those pregnant (n=8) were kept
in the experimental groups, and the no pregnant were excluded from the study. The samples
collected through jugular venipuncture were sent to a laboratory for hematological and
biochemical analysis. Hemoglobin dosage, erythrocyte count, and total leukocyte count have been
performed automatically using the Sysmex pocH-100iTM automated hematology analyzer. The
specific or differential count was performed by microscopic examination of the blood. The serum
samples were analyzed for the biochemical tests using the colorimetric-kinetic/enzymatic
measurement method, according to the specific technical method for each analyte, using
LABTEST® commercial kits and an automatic biochemical analyzer Labmax 240, LABTEST®.
Days were considered independent, and hematological and biochemical analyses were dependent
variables. Data were analyzed using a t-test. Blood count eosinophils increase concentration from
D-2 to D25 (P = 0.050) and decrease from D25 to D45 (P = 0.033). The segmented leukocytes
showed a decrease (P = 0.005) between the D-2 and D15. Aspartate Transferase (AST) showed
an increasing trend (P = 0.085) between D-2 and D15 and a higher (P = 0.009) concentration on
D25 compared to D-2. Eosinophils and segmented leukocytes may play an essential role in early
pregnancy, possibly reflecting the cellular immune response to the fetal semi-allograft. Even
though AST does not have tissue specificity, it can be found mainly in the liver and skeletal
muscles, which corroborates with the endocrine involvement generated by pregnancy. We
conclude that systemic alterations occur in the mares during the initial pregnancy period. These
alterations may have an essential role in embryo-maternal communication and fetal development.

Palavras-chave: reproducdo equina, prenhez, embrido
Keywords: equine reproduction, pregnancy, embryo
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Eosindfilos IL4 FA Biirrubiina Dir Leuc. Tot

Eosindfilos 1,0000 ,2397 ,5167 -,3748 ,3833
=--- p=,271 p=,012 p=,078 p=,071

IL4 ,2397 1,0000 ,4022 -,0855 ,5094
p=,271 p=--- p=,057 p=,698 p=,013

FA ,5167 ,4022 1,0000 -,3467 , 7703
p=,012 p=,057 p= --- p=,105 p=,000

Biirrubiina Dir -,3748 -,0855 -,3467 1,0000 -,2571
p=,078 p=,698 p=,105 p= --- p=,236

Leuc. Tot ,3833 ,5094 ,7703 -,2571 1,0000
p=,071 p=,013 p=,000 p=,236 p=---

Leuc. Seg ,2991 ,0737 ,5071 -,2657 , 7354
p=,166 p=,738 p=,014 p=,220 p=,000

AST ,2987 ,1532 ,6739 -,2600 ,5133
p=,166 p=,485 p=,000 p=,231 p=,012

Hemécias -,3923 ,0555 -,0737 -,1027 ,1289
p=,064 p=,801 p=,738 p=,641 p=,558

Hemoglobina -,3120 -,0161 -,0062 -,0616 ,1615
p=,147 p=,942 p=,978 p=,780 p=,462

Hematdcrito -,3144 -,1325 ,0616 -,2071 ,1378
p=,144 p=,547 p=,780 p=,343 p=,531

V.C.M. ,1702 -,4210 ,3219 -,3187 ,0376
p=,438 p=,045 p=,134 p=,138 p=,865

C.H.C.M -,2286 ,2272 ,0588 ,2807 ,0361
p=,294 p=,297 p=,790 p=,195 p=,870

PPT AT771 ,4586 ,8175 -,6149 , 7499
p=,021 p=,028 p=,000 p=,002 p=,000

Linfocitos -,0294 ,5951 ,5606 -,0204 , 7876
p=,894 p=,003 p=,005 p=,926 p=,000

Mondcitos ,6141 ,5426 ,4041 -,3154 ,4986
p=,002 p=,007 p=,056 p=,143 p=,015

Basofilos 2727 -,0495 ,0904 2771 -,0240
p=,208 p=,823 p=,682 p=,201 p=,913

Plag. Tot -,2811 -,3648 -,0090 -,1071 -,1149
p=,194 p=,087 p=,968 p=,627 p=,601

Bilir. Tot -,5577 -,2867 -,8111 ,4987 -, 7316
p=,006 p=,185 p=,000 p=,015 p=,000

Albumina -,4196 -,2401 -,4491 -,0717 -,4317
p=,046 p=,270 p=,032 p=,745 p=,040

Célcio Tot -,0733 ,1215 -,1678 -,1271 -,1015
p=,739 p=,581 p=,444 p=,563 p=,645

Creatinina -,5804 -,2994 -,7644 ,6222 -,6397
p=,004 p=,165 p=,000 p=,002 p=,001

Fibrinogénio , 1167 ,0117 4148 -,2337 ,1342
p=,596 p=,958 p=,049 p=,283 p=,541

Fésforo ,1855 ,3136 ,5798 -,1306 ,4652
p=,397 p=,145 p=,004 p=,552 p=,025

Prot. Tot ,4433 ,4925 ,8248 -,6256 , 7526
p=,034 p=,017 p=,000 p=,001 p=,000

Ureia -,0108 -,0859 4211 -,3004 ,3662
p=,961 p=,697 p=,045 p=,164 p=,086

TNF ,0308 ,4785 ,3459 -,1342 ,5149
p=,889 p=,021 p=,106 p=,542 p=,012

Recp. LH ,1346 ,5207 ,3342 -,1571 ,2807
p=,540 p=,011 p=,119 p=,474 p=,195
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Leuc. Seg AST Hemécias Hemoglobina Hematdcrito

Eosindfilos ,2991 ,2987 -,3923 -,3120 -,3144
p=,166 p=,166 p=,064 p=,147 p=,144

IL4 ,0737 ,1532 ,0555 -,0161 -,1325
p=,738 p=,485 p=,801 p=,942 p=,547

FA ,5071 ,6739 -,0737 -,0062 ,0616
p=,014 p=,000 p=,738 p=,978 p=,780

Biirrubiina Dir -,2657 -,2600 -,1027 -,0616 -,2071
p=,220 p=,231 p=,641 p=,780 p=,343

Leuc. Tot , 7354 ,5133 ,1289 ,1615 ,1378
p=,000 p=,012 p=,558 p=,462 p=,531

Leuc. Seg 1,0000 ,2758 ,0545 ,1661 ,1770
=--- p=,203 p=,805 p=,449 p=,419

AST ,2758 1,0000 ,1340 ,2216 ,2831
p=,203 p=--- p=,542 p=,309 p=,191

Hemécias ,0545 ,1340 1,0000 , 7953 ,8572
p=,805 p=,542 p=--- p=,000 p=,000

Hemoglobina ,1661 ,2216 , 7953 1,0000 ,8363
p=,449 p=,309 p=,000 p=--- p=,000

Hematdcrito ,1770 ,2831 ,8572 ,8363 1,0000
p=,419 p=,191 p=,000 p=,000 p= ---

V.C.M. ,2698 ,3300 -,2382 ,0767 ,2491
p=,213 p=,124 p=,274 p=,728 p=,252

C.H.C.M -,0790 -,0734 ,1871 ,3690 -,0199
p=,720 p=,739 p=,393 p=,083 p=,928

PPT ,5805 ,6761 ,1344 ,1925 ,2216
p=,004 p=,000 p=,541 p=,379 p=,310

Linfocitos ,2376 ,4350 ,2786 ,2340 ,1716
p=,275 p=,038 p=,198 p=,283 p=,434

Mondcitos ,3486 ,2674 -,1306 -,1817 -,0960
p=,103 p=,217 p=,553 p=,407 p=,663

Basodfilos -,1136 -,0052 -,3387 -,3496 -,3977
p=,606 p=,981 p=,114 p=,102 p=,060

Plag. Tot -,0874 ,0639 ,4265 ,6182 ,5649
p=,692 p=,772 p=,042 p=,002 p=,005

Bilir. Tot -,6553 -,5720 ,2823 ,2159 ,1358
p=,001 p=,004 p=,192 p=,322 p=,537

Albumina -,1958 -,1930 ,3260 ,3683 4131
p=,371 p=,378 p=,129 p=,084 p=,050

Célcio Tot -,1932 -,1124 4790 ,2508 ,3884
p=,377 p=,610 p=,021 p=,248 p=,067

Creatinina -,5478 -,4518 ,2686 ,1563 ,1327
p=,007 p=,030 p=,215 p=,476 p=,546

Fibrinogénio ,0987 ,3692 ,3207 ,3161 ,4085
p=,654 p=,083 p=,136 p=,142 p=,053

Fésforo ,0347 ,5796 -,0463 ,1270 -,0045
p=,875 p=,004 p=,834 p=,564 p=,984

Prot. Tot ,5301 7144 ,1371 ,1283 ,1789
p=,009 p=,000 p=,533 p=,560 p=,414

Ureia ,3835 4414 ,0005 ,1975 ,1843
p=,071 p=,035 p=,998 p=,366 p=,400

TNF ,1706 ,2020 ,2540 ,2351 ,0479
p=,436 p=,355 p=,242 p=,280 p=,828

Recp. LH ,0627 ,1339 -,1283 -,0928 -,2878
p=,776 p=,542 p=,560 p=,674 p=,183
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V.C.M. C.H.C.M PPT Linfdcitos Mondcitos Basofilos

Eosindfilos ,1702 -,2286 AT71 -,0294 ,6141 2727
p=,438 p=,294| p=,021 p=,894 p=,002 p=,208

IL4 -,4210 ,2272 ,4586 ,5951 ,5426 -,0495
p=,045 p=,297| p=,028 p=,003 p=,007 p=,823

FA ,3219 ,0588 ,8175 ,5606 ,4041 ,0904
p=,134 p=,790| p=,000 p=,005 p=,056 p=,682

Biirrubiina Dir -,3187 ,2807 -,6149 -,0204 -,3154 2771
p=,138 p=,195| p=,002 p=,926 p=,143 p=,201

Leuc. Tot ,0376 ,0361 , 7499 , 7876 ,4986 -,0240
p=,865 p=,870| p=,000 p=,000 p=,015 p=,913

Leuc. Seg ,2698 -,0790 ,5805 ,2376 ,3486 -,1136
p=,213 p=,720| p=,004 p=,275 p=,103 p=,606

AST ,3300 -,0734 ,6761 ,4350 ,2674 -,0052
p=,124 p=,739| p=,000 p=,038 p=,217 p=,981

Hemécias -,2382 ,1871 ,1344 ,2786 -,1306 -,3387
p=,274 p=,393| p=,541 p=,198 p=,553 p=,114

Hemoglobina ,0767 ,3690 ,1925 ,2340 -,1817 -,3496
p=,728 p=,083| p=,379 p=,283 p=,407 p=,102

Hematdcrito ,2491 -,0199 ,2216 ,1716 -,0960 -,3977
p=,252 p=,928| p=,310 p=,434 p=,663 p=,060

V.C.M. 1,0000 -,3454 ,2427 -,1940 ,0032 -,2078
= --- p=,106| p=,264 p=,375 p=,988 p=,341

C.H.C.M -,3454 1,0000 ,0351 ,2245 -,2898 ,1046
p=,106 p=--- p=,874 p=,303 p=,180 p=,635

PPT ,2427 ,0351 1,0000 ,4852 ,5537 -,0286
p=,264 p=,874 p=--- p=,019 p=,006 p=,897

Linfocitos -,1940 ,2245 ,4852 1,0000 ,2264 -,0552
p=,375 p=,303 p=,019 p=--- p=,299 p=,802

Mondcitos ,0032 -,2898 ,5537 ,2264 1,0000 ,0581
p=,988 p=,180 p=,006 p=,299 p=--- p=,792

Basodfilos -,2078 ,1046 -,0286 -,0552 ,0581 1,0000
p=,341 p=,635 p=,897 p=,802 p=,792 p=---

Plag. Tot ,3006 ,3178 ,0432 ,0115 -,4366 -,0781
p=,163 p=,139 p=,845 p=,959 p=,037 p=,723

Bilir. Tot -,3722 ,2272 -,7804 -,3855 -,4269 -,0475
p=,080 p=,297| p=,000 p=,069 p=,042 p=,830

Albumina ,0960 -,1391 -,3145 -,3570 -,3178 -,6314
p=,663 p=,527 p=,144 p=,095 p=,139 p=,001

Célcio Tot -,2471 -,2487 -,0422 -,0127 ,0688 ,0193
p=,256 p=,252 p=,848 p=,954 p=,755 p=,930

Creatinina -,3239 ,0948 -,8008 -,3125 -,4692 -,1866
p=,132 p=,667 p=,000 p=,147 p=,024 p=,394

Fibrinogénio ,1454 ,1418 ,4543 ,0443 ,1013 ,1569
p=,508 p=,519 p=,029 p=,841 p=,646 p=,475

Fésforo ,0951 ,2664 ,5338 ,5972 ,2523 ,3624
p=,666 p=,219| p=,009 p=,003 p=,245 p=,089

Prot. Tot ,2004 ,0104 ,9710 ,5415 ,5080 -,0699
p=,359 p=,963| p=,000 p=,008 p=,013 p=,751

Ureia ,2919 ,0368 ,4368 ,2457 ,0100 ,1652
p=,176 p=,867| p=,037 p=,259 p=,964 p=,451

TNF -,3454 4671 4128 ,6270 ,2225 ,0934
p=,106 p=,025| p=,050 p=,001 p=,307 p=,672

Recp. LH -,1804 ,3142 ,4659 ,3345 ,2015 ,1561
p=,410 p=,144| p=,025 p=,119 p=,356 p=,477
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Plag. Tot Bilir. Tot Albumina Célcio Tot Creatinina

Eosindfilos -,2811 -,5577 -,4196 -,0733 -,5804
p=,194 p=,006 p=,046 p=,739 p=,004

IL4 -,3648 -,2867 -,2401 ,1215 -,2994
p=,087 p=,185 p=,270 p=,581 p=,165

FA -,0090 -,8111 -,4491 -,1678 -,7644
p=,968 p=,000 p=,032 p=,444 p=,000

Biirrubiina Dir -,1071 ,4987 -,0717 -,1271 ,6222
p=,627 p=,015 p=,745 p=,563 p=,002

Leuc. Tot -,1149 -,7316 -,4317 -,1015 -,6397
p=,601 p=,000 p=,040 p=,645 p=,001

Leuc. Seg -,0874 -,6553 -,1958 -,1932 -,5478
p=,692 p=,001 p=,371 p=,377 p=,007

AST ,0639 -,5720 -,1930 -,1124 -,4518
p=,772 p=,004 p=,378 p=,610 p=,030

Hemécias ,4265 ,2823 ,3260 4790 ,2686
p=,042 p=,192 p=,129 p=,021 p=,215

Hemoglobina ,6182 ,2159 ,3683 ,2508 ,1563
p=,002 p=,322 p=,084 p=,248 p=,476

Hematdcrito ,5649 ,1358 ,4131 ,3884 ,1327
p=,005 p=,537 p=,050 p=,067 p=,546

V.C.M. ,3006 -,3722 ,0960 -,2471 -,3239
p=,163 p=,080 p=,663 p=,256 p=,132

C.H.C.M ,3178 ,2272 -,1391 -,2487 ,0948
p=,139 p=,297 p=,527 p=,252 p=,667

PPT ,0432 -,7804 -,3145 -,0422 -,8008
p=,845 p=,000 p=,144 p=,848 p=,000

Linfocitos ,0115 -,3855 -,3570 -,0127 -,3125
p=,959 p=,069 p=,095 p=,954 p=,147

Mondcitos -,4366 -,4269 -,3178 ,0688 -,4692
p=,037 p=,042 p=,139 p=,755 p=,024

Basodfilos -,0781 -,0475 -,6314 ,0193 -,1866
p=,723 p=,830 p=,001 p=,930 p=,394

Plag. Tot 1,0000 ,2185 ,2214 ,3381 ,0028
p= --- p=,317 p=,310 p=,115 p=,990

Bilir. Tot ,2185 1,0000 ,3653 ,1974 ,8727
p=,317 p=--- p=,087 p=,367 p=,000

Albumina ,2214 ,3653 1,0000 ,2975 ,3742
p=,310 p=,087 p=--- p=,168 p=,079

Célcio Tot ,3381 ,1974 ,2975 1,0000 ,0243
p=,115 p=,367 p=,168 p= --- p=,912

Creatinina ,0028 ,8727 ,3742 ,0243 1,0000
p=,990 p=,000 p=,079 p=,912 p=---

Fibrinogénio ,1507 -,1362 -,1625 -,0735 -,1679
p=,493 p=,535 p=,459 p=,739 p=,444

Fésforo ,0834 -,3918 -,5813 -,2101 -,4891
p=,705 p=,064 p=,004 p=,336 p=,018

Prot. Tot -,0363 -,8016 -,3370 -,0601 -, 7642
p=,869 p=,000 p=,116 p=,785 p=,000

Ureia ,2179 -,3130 -,2068 -,1993 -,4529
p=,318 p=,146 p=,344 p=,362 p=,030

TNF ,1592 -,2720 -,1695 ,1325 -,4288
p=,468 p=,209 p=,440 p=,547 p=,041

Recp. LH ,0096 -,3715 -,2327 ,0703 -,5011
p=,965 p=,081 p=,285 p=,750 p=,015
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Fibrinogénio Fosforo Prot. Tot Ureia TNF Recp. LH

Eosindfilos ,1167 ,1855 ,4433 -,0108 ,0308 ,1346
p=,596 p=,397 p=,034| p=,961| p=889 p=,540

IL4 ,0117 ,3136 ,4925 -,0859 ,4785 ,5207
p=,958 p=,145 p=,017| p=,697| p=021 p=,011

FA ,4148 ,5798 ,8248 4211 ,3459 ,3342
p=,049 p=,004 p=,000| p=,045| p=,106 p=,119

Biirrubiina Dir -,2337 -,1306 -,6256 -,3004 -,1342 -,1571
p=,283 p=,552 p=,001| p=,164| p=542 p=,474

Leuc. Tot ,1342 ,4652 , 7526 ,3662 ,5149 ,2807
p=,541 p=,025 p=,000| p=,086| p=,012 p=,195

Leuc. Seg ,0987 ,0347 ,56301 ,3835 ,1706 ,0627
p=,654 p=,875 p=,009| p=,071| p=,436 p=,776

AST ,3692 ,5796 , 7144 ,4414 ,2020 ,1339
p=,083 p=,004 p=,000| p=,035| p=355 p=,542

Hemécias ,3207 -,0463 ,1371 ,0005 ,2540 -,1283
p=,136 p=,834 p=,533| p=,998| p=,242 p=,560

Hemoglobina ,3161 ,1270 ,1283 ,1975 ,2351 -,0928
p=,142 p=,564 p=,560| p=,366| p=,280 p=,674

Hematdcrito ,4085 -,0045 ,1789 ,1843 ,0479 -,2878
p=,053 p=,984 p=,414| p=,400| p=828 p=,183

V.C.M. ,1454 ,0951 ,2004 ,2919 -,3454 -,1804
p=,508 p=,666 p=,359| p=,176| p=,106 p=,410

C.H.C.M ,1418 ,2664 ,0104 ,0368 4671 ,3142
p=,519 p=,219 p=,963| p=,867| p=,025 p=,144

PPT ,4543 ,5338 ,9710 ,4368 ,4128 ,4659
p=,029 p=,009 p=,000| p=,037| p=,050 p=,025

Linfocitos ,0443 ,5972 ,5415 ,2457 ,6270 ,3345
p=,841 p=,003 p=,008| p=,259 p=,001 p=,119

Mondcitos ,1013 ,2523 ,5080 ,0100 2225 ,2015
p=,646 p=,245 p=,013| p=964| p=,307 p=,356

Basodfilos ,1569 ,3624 -,0699 ,1652 ,0934 ,1561
p=,475 p=,089 p=,751| p=451| p=,672 p=,477

Plag. Tot ,1507 ,0834 -,0363 ,2179 ,1592 ,0096
p=,493 p=,705 p=,869| p=,318| p=,468 p=,965

Bilir. Tot -,1362 -,3918 -,8016 -,3130 -,2720 -,3715
p=,535 p=,064 p=,000| p=,146| p=,209 p=,081

Albumina -,1625 -,5813 -,3370 -,2068 -,1695 -,2327
p=,459 p=,004 p=,116| p=,344| p=,440 p=,285

Célcio Tot -,0735 -,2101 -,0601 -,1993 ,1325 ,0703
p=,739 p=,336 p=,785| p=,362| p=547 p=,750

Creatinina -,1679 -,4891 -,7642 -,4529 -,4288 -,5011
p=,444 p=,018 p=,000| p=,030 p=,041 p=,015

Fibrinogénio 1,0000 ,4100 ,3860 ,3389 -,0626 -, 1747
p= --- p=,052 p=,069| p=,114| p=776 p=,425

Fésforo ,4100 1,0000 ,5180 4784 ,4540 ,3582
p=,052 p= --- p=,011| p=,021| p=,030 p=,093

Prot. Tot ,3860 ,5180 1,0000 ,4041 ,4043 ,4630
p=,069 p=,011 p=--| p=,056| p=,056 p=,026

Ureia ,3389 4784 ,4041| 1,0000 ,1389 ,0490
p=,114 p=,021 p=,056 =--| p=527 p=,824

TNF -,0626 ,4540 ,4043 ,1389| 11,0000 ,5770
p=,776 p=,030 p=,056| p=,527 p= --- p=,004

Recp. LH -, 1747 ,3582 ,4630 ,0490 ,5770 1,0000
p=,425 p=,093 p=,026| p=,824| p=,004 p=---




