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RESUMO

A PON-1 é uma proteina de fase aguda inflamatoria e sua atividade plasmética tem sido utilizada para
fins de diagnostico e progndstico. Objetivou-se avaliar a atividade de PON-1 em equinos submetidos
a estimulo inflamatério agudo local através da administragdo de adjuvantes vacinais. Utilizou-se 12
equinos, 8 machos e 4 fémeas com idades entre 2-4 anos, divididos em 3 grupos: controle (CONT),
xantana (Xa) e hidroxido de aluminio (HA). Nos grupos Xa e HA administrou-se 2 mL do respectivo
adjuvante vacinal por via intramuscular, e solucdo salina no grupo CONT. Amostras de sangue seriadas
(1 a 72 horas ap6s administracdo) foram coletadas para avaliacao da atividade da PON-1 no soro por
espectrofotometria. Clinicamente os animais dos grupos Xa e HA apresentaram edema e sensibilidade
no sitio de aplicacdo do adjuvante. Os valores plasméticos de PON-1 minimos e m&ximos identificados
estavam entre 38,5 a 76,5 U/mL, niveis esses semelhantes ao descrito como intervalo de referéncia
para equinos saudaveis. Comparando os grupos, ndo foi observada diferenca nas concentracdes de
PON-1, independente do momento avaliado (p>0,05). Conclui-se que a atividade da PON-1 ndo
apresentou diminuicdo frente a processos inflamatorios agudos locais estimulados através da
administracdo dos adjuvantes vacinais em equinos, ndo se concretizando um marcador de
confiabilidade em alterac6es inflamatérias localizadas.

Palavras-chave: Proteina de fase aguda, xantana, hidréxido de aluminio.

ABSTRACT

A PON-1 is an inflammatory phase protein and its plasma activity has been used for diagnostic and
prognostic purposes. The aim of this study was to evaluate PON-1 activity in horses submitted to acute
inflammatory stimulus through the administration of vaccine adjuvants. Twelve horses (8 males and 4
females), aged 2 to 4 years, were divided into 3 groups: control (CONT), xanthan (Xa) and aluminum
hydroxide (HA). Vaccine adjuvant (2mL) or saline water was given intramuscularly, respectively in
Xa, HA and CONT groups. Blood samples were taken (1 to 72 hours after injections) to evaluate the
activity of PON-1 by spectrophotometry. Horses from Xa and HA groups showed edema and pain at
the site of adjuvant injection. Values minimum and maximus of PON-1 concentrations were between
38.5 to 76.5 U/mL, which were in according of reference range for healthy horses. It was not observed
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difference in the PON-1 levels among treatment groups, regardless of the time evaluated (p> 0, 05). In
conclusion, activity of PON-1 does not change according the local acute inflammatory process after
injection of vaccine adjuvants in horses, so PON-1 was not a reliable marker of local inflammatory
damages.

Keywords: Acute phase protein, xanthan, aluminum hydroxide.

1 INTRODUCAO

A reacdo de fase aguda é uma resposta inespecifica que minimiza danos teciduais auxiliando
na reparacdo, restaurando a homeostase pés infecgdo, trauma ou estresse, estimulada quando as células
lesadas liberam metabolitos do &cido araquiddnico e produtos do estresse oxidativo, seguido da
liberacdo de citocinas a partir de macrofagos e mondécitos (ECKERSALL et al., 2010). Aumentos na
circulacdo destes mediadores pré-inflamatorios estimulam producéo de proteinas de fase aguda (PFA)
pelos hepatocitos (ECKERSALL et al., 2010).

As PFA compreendem um grande grupo de proteinas que se reduzem ou se elevam em resposta
as infeccbes ou lesdes teciduais, e 0s niveis geralmente refletem o grau e extensdo do processo
(CHAVATTE etal., 1992). Possuem a finalidade de inibir a continuidade do dano isolando e destruindo
0 agente agressor, ativando o processo de reparacio (CERON et al., 2005; CHAVATTE et al., 1992).

A paraoxonase-1 (PON-1) é considerada uma PFA negativa, uma vez que 0S processos
inflamatdrios sdo associados com a diminuicdo da sua atividade. Sendo utilizada na medicina humana
para fins de diagnostico, em situacdes de inflamacdo associada ao estresse oxidativo (FAGGIONI,
2003; LEE et al., 2005), contudo ainda com uso limitado na medicina veterinaria (RUGGERONE et
al., 2018).

No ano de 2018 foi realizado um estudo com diferentes categorias animais, sendo todos
classificados como higidos, com intuito de padronizar os valores de referéncia para espécie equina. O
qual demonstrou que mesmo apresentando niveis baixos quando comparado a outras espécies
domeésticas, a atividade da PON-1 apresenta potencial de utilizagdo para o diagnoéstico e monitoramento
da resposta ao tratamento como descrito em outras espécies (RUGGERONE et al., 2018). Contudo,
Ruggerone et al., 2018 utilizaram somente animais saudaveis, sendo necessario mais estudos para
avaliar sua resposta em diferentes estados patoldgicos.

O presente estudo objetivou avaliar o comportamento da enzima PON-1 em equinos submetidos
ao estimulo de resposta inflamatoria aguda local atraves da administracdo dos adjuvantes vacinais
xantana e hidroxido de aluminio, amplamente utilizados tanto na medicina humana como na
veterinaria, mas que causam reconhecido estimulo de processo inflamatério (PERRIE et al., 2008;

PETROVSKY, 2008.)
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2 MATERIAIS E METODOS

Neste estudo foram utilizados 12 equinos mestigcos Crioulos, sendo 8 machos e 4 fémeas com
idades entre 2 e 4 anos, do plantel do Centro de Ensino e Experimentacdo em Equinocultura da Palma
(CEEP), da Universidade Federal de Pelotas, no municipio do Capdo do Ledo (31°48'08.2"S;
52°29'51.4"0).

Os equinos foram submetidos a avalia¢éo clinica inicial, sendo classificados como higidos pro
apresentarem o0s parametros dentro dos limites fisiolégicos para a espécie. Para avaliar o
comportamento da PON-1 em resposta ao processo inflamatorio agudo, foi empregada a administracao
dos adjuvantes vacinais hidroxido de aluminio e xantana.

Os animais foram categorizados em 3 grupos através de delineamento experimental
inteiramente casualizado: grupo controle (CONT) composto por 3 machos e 1 fémea, grupo xantana
(Xa) composto por 3 machos e 1 fémea e grupo hidroxido de aluminio (HA) composto por 2 machos e
2 fémeas. No grupo Xa administrou-se 2 mL de xantana a 0,4% acrescido de % de montanide, no grupo
HA administrou-se 2 mL de hidréxido de aluminio a 10% e no grupo controle administrou-se 2mL de
solucdo fisioldgica 0,9%, todos os grupo foram aplicados por via intramuscular na regido do musculo
peitoral esquerdo.

8 mL de sangue por animal foram coletados por venopuncéo da jugular em sistema a vacuo em
dois tubos de 4mL cada contendo ativador de coagulo, com antissepsia prévia nos momentos Oh
(previamente a administracdo dos adjuvantes) 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h, 8h, 10h, 12h, 24h, 48h e 72h ap6s
a administracdo dos adjuvantes. As amostras foram centrifugadas a 5.000 g para separa¢do e obtencao
do soro que foi acondicionado em dois microtubos por animal para congelamento a -80C e subsequente
andlise laboratorial. Além das coletas de soro, foi realizada avaliacdo clinica individual do sitio de
aplicacdo dos adjuvantes para identificacdo da resposta inflamatéria através do aumento de volume e
temperatura local, além da presenca de sensa¢do dolorosa.

Para determinacdo da atividade da PON-1 utilizou-se um protocolo previamente descrito
(BROWNE et al., 2007). Utilizou-se um tampdo Tris/HCI 20mM, contendo 1mM de cloreto de célcio
e 4mM de fenilacetato como solugdo de trabalho. As amostras foram diluidas (1:4) em Tampdo 20Mm
Tris/HCL. A leitura foi realizada através de espectrofotbmetro UV-VIS (Femto, Sdo Paulo, Brasil)
adicionando-se 3,3uL da amostra diluida em 500puL da solucéo trabalho. O comprimento de onda
utilizado foi de 270 nm e um tempo de leitura de 30 segundos, sendo a atividade da enzima determinada
pela formula: A absorbancia x 115 x 4, sendo expressa em U/mL (BROWNE et al., 2007). As analises
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foram realizadas no Laboratorio de Metabologia e Nutrigendmica da Faculdade de Nutricdo da
Universidade Federal de Pelotas.

Os resultados foram apresentados como média * erro padrdo da média. Todas as analises foram
realizadas através do programa Statistix10.0®. Foi realizada anélise de variancia por medidas repetidas
para comparagdo entre 0s grupos e comparacao entre as medias pelo teste de Tukey. Foi utilizado nivel
de significancia de 5%.

Esta pesquisa foi realizada ap6s avaliagio e aprovacéo do Comité de Etica em Experimentacio
Animal (CEEA) da Universidade Federal de Pelotas, com protocolo n® 3992.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliacdo clinica dos animais foi observada resposta inflamatdria local em todos os animais
submetidos a administracdo de adjuvantes. Uma vez que todos animais dos grupos xantana (Fig. 1) e
hidréxido de aluminio apresentaram edema, sensacéo dolorosa e aumento de temperatura no local da
aplicacdo dos adjuvantes.

A atividade sérica da PON-1 ndo apresentou diferenca entre os grupos de adjuvantes vacinais
utilizados. Os grupos apresentaram média + erro padrdo da média os seguintes valores: CONT
43,75+8,17 U/mL, Xa 53,41+10,07 U/mL e HA 65,29+14,21 U/mL (p>0,05) (Fig. 2).

A atividade sérica da enzima PON-1 ndo apresentou diminui¢do nos grupos de equinos em que
foi identificada resposta inflamatdria local apds administracdo do adjuvante. Sabe-se que a atividade
desta enzima é menor em equinos do que nas demais espécies domésticas, em vista de possiveis
alteragcBes no metabolismo hepético e lipidico, os quais interferem diretamente na sintese e atividade
da PON-1, ou ainda que cada espécie tem suas préprias isoformas para atingir diferentes concentraces
séricas (RUGGERONE et al., 2018).

O intervalo de referéncia (valores minimos e maximos) da PON-1 encontrado no presente
estudo foram 38,5 a 76,5 U/mL, o que esta de acordo com o intervalo de referéncia descrito para
animais higidos da espécie equina em estudo publicado recentemente (RUGGERONE et al., 2018).
Dessa maneira, como a atividade enzimatica nos animais que apresentaram resposta inflamatoria aguda
(grupos Xa e HA) e os que ndo apresentaram essa resposta (CONT) séo semelhantes e encontram-se
dentro do intervalo de referéncia descrito para animais saudaveis, sugere-se que a lesdo tecidual
localizada ndo seja capaz de desencadear a reacdo de fase aguda de forma suficiente para alterar a
atividade sérica da PON-1.
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Em vacas leiteiras, estudos anteriores sugeriram que apesar da enzima PON-1 atuar como uma
PFA negativa (SCHNEIDER et al., 2013; BIONAZ et al., 2007), ndo ha evidéncias experimentais de
que a atividade da PON-1 seja modulada durante um desafio inflamatério agudo. O que pode justificar
a manutencdo dos valores de PON-1 dentro do intervalo de referéncia para a espécie equina
encontrados no presente estudo.

Mais estudos sdo necessarios para caracterizar a relacdo entre a ocorréncias de alteracGes
clinicas sisttmicas em equinos e a ocorréncia de reducdo da atividade da PON-1. Especificamente, a
atividade PON-1 poderia ser usada para fins de diagnéstico, como na medicina humana, em situacdes
que podem induzir o estresse oxidativo, como na sepse, alteragdes cardiovasculares, renais ou hepaticas
(RUGGERONE et al., 2018). Além disso, resultados de amostras sequenciais coletadas apos a
instituicdo de um tratamento poderiam ser Uteis para avaliar o progndstico clinico do paciente, como

utilizado em outras espécies.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que a atividade da PON-1 ndo apresentou diminuicao relacionada a presenca de uma
resposta inflamatoria aguda local, estimulada pela administracdo dos adjuvantes vacinais xantana e
hidroxido de aluminio em equinos. Assim, a utilizagdo de PON-1 ndo se concretiza como marcador

adequado para avaliacdo de resposta inflamatdria localizada.
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ANEXO

Figura 1. Aumento de volume na regido peitoral esquerda de um equino apds 72h da administracdo do adjuvante xantana
(Xa).
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Figura 2. Atividade sérica da PON-1 (U/mL) em equinos descrita com média e erro padrdo da média de acordo com 0s
grupos: Controle, Xantana e Hidroxido de aluminio. Pela andlise de variancia por medidas repetidas (p>0,05).
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