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Resumo

ARAUJO, Luciana Oliveira de. Bioquimica sérica de potros sépticos
provenientes de éguas com placentite. 2016. 51f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) — Programa de Pos-Graduacao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

O desenvolvimento de septicemia neonatal em potros é uma consequéncia comum
da placentite ascendente. A presenca de sepse tem sido associada com diversas
desordens metabdlicas, incluindo desregulacdo no metabolismo da glicose, do calcio
e do lactato. Entretanto as alteragfes bioquimicas demonstradas por estes potros
logo ap6s o0 nascimento e a sua relacdo com a sobrevivéncia ndo estéo
completamente esclarecidas. A utilizacdo de parametros bioquimicos mais
especificos durante as primeiras horas de vida pode ser Util para a realizacdo de um
diagndstico precoce de sepse e pode auxiliar no estabelecimento de um progndstico
para estes potros. Este trabalho teve por objetivo avaliar os parametros bioquimicos
de potros nascidos de éguas submetidas a inducdo experimental de placentite
ascendente, durante as primeiras 48h de vida, relacionando estes parametros
bioguimicos com a presenca de sepse e com a sobrevivéncia destes animais. Foram
utilizados 35 potros neste estudo. O grupo controle foi composto por sete potros
saudaveis, nascidos de éguas sem alteracfes clinicas e gestacionais. Vinte e oito
potros nascidos de éguas submetidas a inducdo experimental de placentite
ascendente foram divididos em dois grupos de acordo com 0 escore de sepse em
potros ndo sépticos (n=19) e potros sépticos (n=9). Os potros nascidos de éguas
com placentite foram classificados ainda de acordo com a sobrevivéncia em
sobreviventes e n&o sobreviventes. Foram coletadas amostras de sangue venoso no
momento do nascimento (até 10 minutos apds o parto), com 12, 24 e 48h de vida.
Os niveis séricos de glicose, lactato, triglicerideos, colesterol, ureia, creatinina,
bilirrubina total, bilirrubina direta, bilirrubina indireta, proteinas plasmaticas totais
(PPT), fibrinogénio e gama glutamiltransferase (GGT) foram mensurados. Os dados
obtidos foram expressos em mediana e intervalo interquartil. Foi realizada analise de
variancia e comparacdo entre as médias pelo teste LDS. A comparacdo entre o
indice de sobrevivéncia foi realizada através do Teste Exato de Fisher. Ao
nascimento os valores de glicose e GGT foram menores nos grupo séptico [37
mg/dL (16,5-47,5); 23 Ul (17,5-26,5)] e no grupo néo sobrevivente [41 mg/dL (24-
66); 23 Ul (17,5-24,5)]. As concentracdes de lactato, ureia, creatinina, triglicerideos e
colesterol foram maiores nos potros sépticos durante as primeiras 48 horas. Potros
nao sobreviventes apresentaram maiores concentracdes de lactato, triglicerideos e
colesterol em relacdo a potros sobreviventes nas 48h. Potros sépticos nascidos de
eéguas com placentite ascendente demonstraram alteracdbes no metabolismo
energeético, caracterizado por elevagées nos niveis de triglicerideos e colesterol e
hipoglicemia ao nascimento, e reducéo na atividade da enzima hepéatica GGT, com
elevacdo dos valores de lactato e ureia durante as primeiras 48h de vida. Com



relacdo a sobrevivéncia observamos que potros ndo sobreviventes apresentaram
menores valores de glicose e GGT durante as 48h de vida e elevadas
concentracfes de lactato, triglicerideos e colesterol. Marcadores bioquimicos como
glicose, triglicerideos, colesterol e GGT podem ser utilizados como indicadores de
comprometimento ja ao nascimento e da presenca de sepse, e podem ser utilizados
como fatores progndsticos em potros doentes.

Palavras-chave: sepse; neonatologia equina; marcadores biogquimicos;
metabolismo; sobrevivéncia



Abstract

ARAUJO, Luciana Oliveira de. Serum biochemical profile of septic foals born
from mares with placentitis. 2016. 51f. Dissertation (Master degree in Sciences) —
Programa de Pos-Graduacao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

The development of neonatal sepsis in foals is a common consequence of ascending
placentitis. Sepsis has been associated with various metabolic disorders including
dysregulation of glucose, calcium and lactate metabolism. However the biochemical
changes showed by these foals after birth and their relationship to survival are not
completely understood. The use of more specific biochemical parameters during the
first hours of life can be useful to perform an early diagnosis of sepsis and can assist
in establishing a prognosis for these foals. The aim of this study was to evaluate the
biochemical profile of foals born from mares with experimentally induced ascending
placentitis during the first 48h of life, relating these biochemical parameters with the
presence of sepsis and the survival of these animals. A total of 35 foals were
included in the present study. The control group it was comprised by seven healthy
foals; born from mares without clinical or gestational changes and. Twenty eight foals
born from mares with experimentally induced ascending placentitis were assigned
into two groups according to the sepsis score in nonseptic foals (n=19) and septic
foals (n=9), and according to outcome in survivors and nonsurvivors. Blood samples
were obtained on birth (10 minutes after birth) and 12, 24 and 48h after the birth.
Blood concentration of glucose, lactate, triglycerides, cholesterol, urea, creatinine,
total bilirubin, direct bilirubin, indirect bilirubin, total plasmatic protein (PPT),
fibrinogen and gamma glutamyltransferase (GGT) were measured. Data were
described using median and interquartile range. It was performed One-Way ANOVA
and post-hoc LSD test. The comparison between survival rates was made using
Fisher's exact test. At birth, the glucose and GGT was lower in septic foals [37 mg/dL
(16.5-47.5); 23 Ul (17.5-26.5)] and nonsurvivors [41 mg/dL (24-66); 23 Ul (17.5-
24.5)]. Lactate, urea, creatinine, triglycerides and cholesterol concentration were
higher in septic foals during the first 48h of life. Nonsurvivors foals showed higher
lactate, triglycerides and cholesterol concentrations than survivors foals. Septic and
nonsurvivors foals demonstrated changes in lipid metabolism characterized by
hypertriglyceridemia, hypercholesterolemia and hypoglycemia at birth and reduction
in the activity of GGT liver enzyme, with elevation in lactate and urea concentrations
in nonsurvivors foals. Biochemical markers as glucose, triglycerides, cholesterol and
GGT can be used as indicators of impairment at birth and the presence of sepsis,
and can be used as prognostic factors in critically ill foals.

Keywords: sepsis; equine neonatology; biochemical markers; metabolism; survival
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1 Introducéo

A qualidade do ambiente intrauterino exerce profundos efeitos no crescimento
e desenvolvimento fetal e na vida p6s-natal do potro (BUCCA, 2006), uma vez que é
responsavel por suprir as necessidades nutricionais, metabdlicas e enddcrinas do
feto (ROSSDALE et al., 1997) através da placenta. Qualquer deficiéncia na funcéo e
na estrutura placentaria pode refletir em déficit no crescimento e maturidade fetal,
além de danos na vida pés-natal (WHITWELL, 1980).

A insuficiéncia placentaria resulta em comprometimento das trocas
metabdlicas e gasosas entre a mae e o feto (MARCONI et al., 1999), podendo ainda,
estar associada com descolamento, edema da placenta e placentite (VAALA, 1999).
O comprometimento fetal é dependente da natureza, duracdo, severidade do insulto
e do estagio da gestacdo no qual ocorre (BUCCA, 2006). Em éguas, a placentite
ascendente é a causa de mais de 30% dos partos prematuros e mortes neonatais
dentro das primeiras 24h de vida (McKINNON, 2009).

O desenvolvimento de sepse neonatal € uma consequéncia comum da
placentite (SANCHEZ, 2007), sendo considerada a maior causa de morte em potros
neonatos com até sete dias de vida (COHEN, 1994). Porém os sinais clinicos iniciais
em potros com sepse geralmente sao sutis e frequentemente ndo séo reconhecidos
precocemente, sendo importante o conhecimento dos parametros bioquimicos
normais e possiveis alteracées que auxiliem no diagnéstico precoce da septicemia
(BARTON, 2008).

Em potros recém-nascidos, a funcdo enddcrina é variavel (HART, 2014) e os
resultados clinicos e laboratoriais deste momento além de demonstrar o padréao
clinico e metabdlico, refletem a qualidade da vida fetal (AXON & PALMER, 2008). As
endocrinopatias sdo uma consequéncia comum da sepse e tem sido o maior foco
das pesquisas em potros (HART et al., 2009; HURCOMBE, 2011), entretanto a
avaliacdo de marcadores de funcdo enddcrina na prética clinica é onerosa e nem
sempre esta disponivel. A utilizacdo de parametros bioquimicos mais especificos &
uma alternativa para realizacdo de um diagndstico precoce e estabelecimento de um
progndéstico em potros doentes (AOKI & ISHI, 2012).
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Contudo, poucos estudos demonstram as alteracdes bioquimicas que estes potros
apresentam logo apdés o nascimento e qual a sua relacdo com a sobrevivéncia.
Desta forma, este estudo tem como justificativa a necessidade de um entendimento
mais preciso das alteracfes bioquimicas precoces que ocorrem em potros nascidos
de éguas com placentite e que apresentam quadros de sepse, permitindo a
utilizacdo de marcadores bioquimicos para o diagndstico, avaliagdo do grau de
comprometimento e resposta clinica destes animais.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os parametros bioquimicos de potros
nascidos de éguas com placentite ascendente induzida experimentalmente com a
presenca de sepse e relacionar com a sobrevivéncia destes potros.

Tem-se como hipOtese que potros sépticos apresentam alteracfes
relacionadas ao metabolismo energético, hepatico e renal, com presenca de
hipoglicemia, hipertriglicidemia, hipercolesterolemia e hiperlactatemia; e que a
magnitude dessas alteracfes estd associada com a severidade da doenca e com a

sobrevivéncia desses potros.



2 Revisado de Literatura

A placenta é um orgdo fundamental na relacdo materno-fetal e deve ser
considerada como um reflexo das condi¢gdes nutricionais, metabdlicas, enddcrinas e
vasculares maternas. Além disso, serve como um indicativo da condicao clinica e
metabdlica do neonato ao nascimento (JANSSON & POWELL, 2006).

Condicdes que levam a insuficiéncia placentaria, como infecc¢des intrauterinas
interferem no suprimento de nutrientes para o feto, resultando em crescimento fetal
anormal e deplecdo das reservas de energia (KOTERBA, 1990). Estas alteragcbes
podem influenciar os resultados clinico-patolégicos em neonatos durante os
primeiros dias de vida (WALDRIGDE, 2013).

2.1 Placentite

A placentite é a causa mais frequente de aborto e ocorréncia de nascimento
de potros natimortos, representando mais de 30% dos partos prematuros e mortes
neonatais dentro das primeiras 24h de vida (GILES et al., 1993; MCKINNON, 2009).
A placentite é causada, geralmente, por uma infeccdo ascendente, tendo a cérvix
como porta de entrada, levando ao comprometimento da unidade feto-maternal por
processos de hipoxemia ou infec¢do e reduzindo o aporte de nutrientes e oxigénio
para o feto e para a placenta (ROSSDALE, 2004). Os agentes mais comumente
envolvidos sdo: Streptococcus zooepidemicus, Escherichia coli, Leptospira sp.,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Nocardioform actinomycete e
Aspergillus spp. (HONG et al., 1993; LE BLANC, 2010).

A insuficiéncia placentéria decorrente da placentite resulta em
comprometimento das trocas metabdlicas e gasosas entre a mae e o feto
(MARCONI et al., 1999), sendo o comprometimento fetal dependente da natureza,
duracdo, severidade e do estagio da gestacdo em que ocorre (BUCCA, 2006).

Potros nascidos de éguas com placentite podem variar desde extremamente
prematuros, com pequeno tamanho e imaturidade dos 6rgaos, sendo incompativel

com a vida, até potros com tamanho proximo ao normal e com minimas alteracdes
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(BAIN, 2004). Muitos potros podem, ainda, parecer normais ao nascimento e
desenvolver sinais de comprometimento dentro das primeiras 72h de vida
(MCAULIFFE, 2008).

2.2 Septicemia neonatal

A septicemia é definida como uma reacéo sistémica causada pela presenca
de micro-organismos ou suas toxinas no sangue (BARTON, 2008), sendo uma das
enfermidades mais comuns e a principal causa de morte neonatal em potros
(COHEN, 1994; BREWER, 1990; SANCHEZ, 2005). As altera¢des associadas com a
sepse resultam de uma resposta inflamatoria inata ndo especifica denominada
Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica (Systemic Inflammatory Response
Syndrome - SIRS), embora esta resposta ndo seja exclusiva de infeccbes
bacterianas (NATHENS & MARSHALL, 1996; DAS, 2000).

O estabelecimento da SIRS é definido quando se observa a presenca de uma
ou mais das seguintes alteracdes: febre ou hipotermia (acima de 39,2°C ou inferior a
37,2°C), taquicardia, taquipnéia, hipocapnia (presséo parcial de didxido de carbono
abaixo de 32 mmHg), leucocitose ou aumento do nimero de granulécitos imaturos
(FURR & MCKENZIE, 2001; CORLEY et. al., 2003). Estas alteracdes podem levar
ao desenvolvimento de choque, resultando em hipoperfusédo e disfuncéo orgéanica,
sendo este processo denominado Sindrome da Disfuncdo Multi-Orgéanica
(Multiorgan Dysfuction Syndrome, MODS). Esta terminologia descreve uma
sindrome progressiva com comprometimento inicial do sistema cardiovascular,
seguida por envolvimento dos sistemas respiratério, hepatico, gastrointestinal, renal
e neuroldgico (NATHENS & MARSHALL, 1996), e que resulta no desenvolvimento
de hipotensdo refrataria a terapéutica, hiperlactatemia e oliguria, geralmente
culminando em morte (EVANS & SMITHIES, 1999).

2.2.1. Etiologia e fatores de risco

Os micro-organismos envolvidos na septicemia neonatal sédo geralmente os
mesmos que estdo presentes no ambiente do potro, sendo a infecgdo por bactérias
gram-negativas mais comuns (CORLEY et al., 2007; DUNKEL & CORLEY, 2015).

Entretanto infec¢cdes por micro-organismos gram-positivos ndo séo raras (PARADIS,
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1994), tendo sido relatada uma incidéncia de infeccdo mista em 50% dos casos de
septicemia neonatal em potros (SANCHEZ, 2005). As espécies mais frequentemente
isoladas sé&o Escherichia coli, Actinobacillus spp., Streptococcus spp., Klebsiella spp.
e Enterococcus spp. (MARSH & PALMER, 2001; CORLEY et al., 2007).

A infecgdo neonatal pode estar presente ao nascimento ou pode ocorrer
durante as duas primeiras semanas de vida (BREWER, 1990), e pode ser
influenciada por diversos fatores, como processos infecciosos na égua, como a
placentite, complicacdes no parto, falha na transferéncia da imunidade passiva e
fatores ambientais (FURR, 2003; BARTON, 2006). O ambiente perinatal possui
micro-organismos que podem eventualmente alcancgar a circulagcdo sistémica do
potro através da pele ou de membranas mucosas, por inalacdo ou ingestao e, mais
diretamente, via hematdgena através do corddo umbilical ainda no Gtero ou logo
apos o nascimento (NOGUEIRA & LINS, 2009).

Embora o potro seja capaz de elaborar uma resposta imune frente a infeccéo
microbiana logo ap6s o nascimento, esta resposta ndo € completamente efetiva
(HART, 2014), pois logo ap6s o nascimento, os niveis circulantes de componentes
do sistema imune, tais como imunoglobulinas, complemento, lactoferrina e algumas
citocinas sdo significativamente mais baixos do que em adultos (HART, 2014),
sendo importante a absorcdo de imunoglobulinas provenientes do colostro. Assim,
embora 0 potro seja imunocompetente ao nascimento, antes da ingestdo de
colostro, é considerado agamaglobulinémico (JEFFCOT, 1974; LE BLANC, 1990;
HART, 2014). Falhas nesta transferéncia da imunidade passiva via colostro,
juntamente com a baixa resposta ao cortisol durante o periodo neonatal (HART et
al., 2009), fazem com que potros sejam mais susceptiveis ao desenvolvimento de

uma resposta inflamatoria sistémica do que animais adultos.

2.2.2 Patofisiologia e sinais clinicos

Potros neonatos sdo capazes de iniciar uma resposta especifica contra
micro-organismos, porém, o desenvolvimento desta resposta adaptativa é
tardio, o que faz com que potros sejam particularmente mais susceptiveis a
infeccdo e mais dependentes da resposta imune inata comparada com
equinos adultos (BARTON, 2006, p. 77).
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A patofisiologia e os sinais clinicos da sepse representam mais a resposta
imune frente a infec¢éo, do que a acéo direta do organismo causador da infec¢do no
animal (SANCHEZ, 2005). A resposta clinica a sepse pode ser extremamente
variavel, dependendo da duracdo e da intensidade do insulto. A resposta inicial a
infeccdo pode ocasionar sinais inespecificos como apatia, aumento do tempo em
decubito, reducado da frequéncia de mamadas e picos febris (BARTON, 2008). Com
0 aumento da resposta inflamatoria, outros sinais de envolvimento sistémico se
tornam evidentes, como taquicardia, taquipnéia, engurgitamento bilateral dos vasos
episclerais, hiperemia das bandas coronarias e das mucosas, petéquias e edema
(PARADIS, 1994). A presenca de petéquias na regido do pavilhdo auricular €
altamente indicativa da presenca de sepse em potros (CORLEY et al.,, 2003;
DUNKEL & CORLEY, 2015).

Padrdes moleculares expressos por bactérias (pathogen-associated molecular
patterns - PAMPS) ou associados com dano tecidual (damage associated molecular
patterns or alarmins - DAMPs) sao reconhecidos pelo sistema imune (FURR &
MCKENZIE, 2001; FURR, 2003) e causam a ativacdo do sistema imune. Esta
ativacdo resulta na producdo de substancias pr6é e anti-inflamatérias e citocinas
(DUNKEL & CORLEY, 2015).

A presenca de micro-organismos ou dos seus produtos na corrente sanguinea
ativa de forma sistémica macréfagos teciduais induzindo a secrecdo de citocinas
pré-inflamatérias (FURR, 2003; CORLEY et al., 2007). As citocinas mais importantes
neste processo sdo o fator de necrose tumoral (Tumor Necrosis Factor, TNF), a
interleucina 1b (IL-1b) e a interleucina 6 (IL-6) (FURR, 2003), as quais estimulam os
neutréfilos a produzir derivados de fosfolipidios (prostandides, tromboxanos) e
compostos reativos de oxigénio (anion superoxido, radicais hidroxil, éxido nitrico),
ativando simultaneamente as células endoteliais (WORT & EVANS, 1999). Esta
ativacdo resulta na producdo de mediadores vasoativos e aumento da
permeabilidade vascular (SESSLER & SHEPERD, 2002), o que, associado a
presenca de fatores circulantes vasoativos, culmina em vasodilatacdo sistémica,
extravasamento de liquido intravascular e formagdo de edema (FURR, 2003).
Adicionalmente, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina 1 (IL-1)
afetam diretamente a funcdo do miocéardio, diminuindo a sua contractilidade
(SESSLER & SHEPERD, 2002) e ativagcao endotelial leva a um aumento da
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producdo de fator de von Willebrand e consequente trombose local (WORT &
EVANS, 1999).

A acao conjunta destes fatores conduz a uma diminuicdo significativa do
débito cardiaco, da presséao arterial e da perfusao periférica, levando a um estado de
choque (FURR, 2003). Uma consequéncia adicional da ativacdo das citocinas,
particularmente o TNF, a IL-1 e a IL-6, é a inducdo da resposta de fase aguda,
caracterizada por um aumento da producdo de proteinas inflamatoérias pelo figado
(FURR, 2003). As proteinas de fase aguda incluem as proteinas do complemento C3
e C4, importantes nas respostas imunoldgicas inatas contra bactérias, o0
plasminogénio e o ativador do plasminogénio tecidual com atividade anticoagulante,
a ceruloplasmina (antioxidante) e o fibrinogénio (WORT & EVANS, 1999). A acéo
destes compostos pode levar a ocorréncia de coagulopatias, prejudicando ainda
mais a perfusdo periférica (FURR, 2003). Se estes processos inflamatérios néo

forem controlados, o resultado é a disfungdo multiorganica progressiva (MODS).

2.2.3 Alteracdes endocrinas e metabdlicas

Mudangas nas concentragbes hormonais e no metabolismo tem sido
documentadas em potros na presenca de sepse (DUNKEL & CORLEY, 2015). As
mudancas podem ser adaptativas, com a funcdo de protecdo tecidual, ou ser
consequéncia do aumento de toxinas e citocinas (KHARDORI & CASTILLO, 2012).

Muitos aspectos do controle hormonal do metabolismo energético em potros
neonatos ainda n&do estdo completamente elucidados. O péancreas
endécrino é funcional antes do nascimento, porém o0S mecanismos
glicorreguladores ndo séo totalmente maturos ao momento do nascimento.
Hormoénios como insulina, glucagon, leptina e adiponectina, bem como
grelina e GH parecem responder de uma forma fisiologicamente esperada a
alteracdes no estado de energia (por exemplo, a hipoglicemia causada pela
anorexia). No entanto, a sepse neonatal leva a desregulagcao enddcrina em
certos individuos (BARSNICK & TORIBIO, 2011, p. 54).

Em potros sépticos, o processo inflamatorio e infeccioso esta associado com
varios transtornos endocrinos e metabodlicos (GOLD et al, 2007; CASTAGNETTI et
al., 2008; HURCOMBE et al., 2008; HOLLIS et al.,, 2008, HART et al., 2009,
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BARSNICK et al.,, 2011). A septicemia em neonatos equinos € comumente
relacionada a distirbios do metabolismo energético, jA& que potros doentes
frequentemente apresentam alteracdes nas concentracdes de glicose e triglicerideos
(HOLLIS et al.,, 2008; HART et al.,, 2009; BARSNICK & TORIBIO, 2011). A
hipoglicemia se desenvolve rapidamente em potros que ndo estdo mamando e em
decorréncia das baixas reservas de gordura e glicogénio presentes no neonato
(HOLLIS et al., 2008). Em adicdo, em potros septicémicos, a hipoglicemia pode ser
secundaria ao catabolismo e aumento do consumo energético pela proliferacao de
micro-organismos (BARTON, 2008), estando ainda relacionada a nao sobrevivéncia
destes animais (BARNISK et al., 2011).

2.2.4 Avaliacéao laboratorial e monitoramento bioquimico

Os resultados clinicos e laboratoriais durante as primeiras horas de vida
refletem a qualidade de vida intrauterina e demonstram o padrao clinico-metabdlico
dos neonatos (AXON & PALMER, 2008), podendo ser Uteis para realizacdo de um
diagndstico precoce, auxiliando no estabelecimento de um progndstico em potros
doentes (AOKI & ISHI, 2012) e permitindo caracterizar o grau de resposta neonatal
(MORRESEY, 2005).

Embora a sepse esteja associada com varias desordens metabdlicas
incluindo desregulacédo no metabolismo da glicose (HOLLIS et al., 2008; BARSNICK
et al., 2011), do célcio (HURCOMBE et al., 2009) e do ciclo do lactato (CORLEY et
al., 2005), as alteracdes bioquimicas apresentadas por potros sépticos logo apés o
nascimento ndo estdo completamente esclarecidas. Em um estudo recente,
Armengou et al. (2013) avaliaram o perfil metabdlico e enddcrino de potros neonatos
na presenca e auséncia de sepse. Eles descreveram as alteracfes bioquimicas
encontradas na presenca de septicemia e observaram que a manutencdo destas
alteracdes estava relacionada com a ndo sobrevivéncia destes animais.

Vérios parametros laboratoriais estdo associados com sepse e incluem falha
na transferéncia da Iimunidade passiva, hipoglicemia, hipoxemia, acidose,
hiperfibrinogenemia e alteragbes na morfologia e nimero de neutrofilos circulantes
(BARTON, 2006). Para facilitar a determinacdo da ocorréncia de comprometimento
neonatal e a presencga de sepse, varios sistemas de escore foram desenvolvidos. O

escore de sepse desenvolvido inicialmente por Brewer & Koterba (1988) é baseado



19

em dados clinicos e laboratoriais, demonstrando inicialmente 93% de sensibilidade e
86% de especificidade em potros de até 12 dias de idade. Uma versdo modificada
publicada por Brewer et al. (1988) excluiu dois parametros (presséo arterial de
oxigénio e concentracdo de bicarbonato), apresentando sensibilidade e
especificidade semelhantes. Neste sistema os valores de cada variavel séo
convertidos em um escore, em uma escala que varia de 0 a 4. Se 0 somatdrio de
todos os 12 itens atingir um valor >11, o potro é considerado como séptico
(BREWER et al., 1988) (Anexo B).

A leucopenia, caracterizada por neutropenia é o achado hematolégico mais
comum associado com a fase aguda do processo séptico (SANCHEZ, 2005). A
neutropenia, com aumento do nimero de bastonetes, ou presenca de neutrofilos
toéxicos sdo comumente associados com sepse neonatal (FURR, 2003). Entretanto,
foi observado que cerca de 40% dos potros sépticos podem apresentar uma
contagem de leucécitos normais ou até mesmo leucocitose (BREWER, 1990; AXON
& PALMER, 2008).

Potros sépticos podem apresentar ainda hipoproteinemia em decorréncia do
catabolismo de imunoglobulinas e por falhas na absor¢do de imunoglobulinas
(AXON & PALMER, 2008), sendo que a mensuragao abaixo dos valores normais em
potros com 24h de idade deve ser um alerta para condi¢ces de sepse (MORRESEY,
2005). Uma alta concentracdo de fibrinogénio ao nascimento, ou nos primeiros dias
de vida, é indicativa de infeccao intrauterina (BREWER, 1990), pois 0 aumento dos
valores de fibrinogénio indica uma resposta inflamatéria de pelo menos 24 a 48h de
duracdo (BREWER, 1990), embora valores normais de fibrinogénio tenham sido
descritos em potros sépticos (AXON & PALMER, 2008).

2.2.5 Diagnéstico e progndéstico

Baseado na definicdo de que a septicemia é a reacdo causada pela presenca
de micro-organismos ou suas toxinas no sangue, o diagnéstico depende da sua
identificagdo no sangue ou na identificagdo de sinais clinicos e resultados
laboratoriais que s&o particulares a resposta sistémica a septicemia (BARTON,
2006). Embora a hemocultura seja uma medida objetiva da presenca do micro-
organismo na corrente sanguinea e seja considerado o padréo ouro de diagndstico,

muitos potros sépticos ndo apresentam cultura positiva (WEBER et al., 2015). Além
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disso, os resultados de hemocultura e de susceptibilidade microbiana geralmente
ndo estdo disponiveis antes de 48h apds o envio de amostra e, consequentemente,
o clinico deve utilizar outras informacgdes para estabelecer a severidade do processo
e instaurar o tratamento adequado (CORLEY et al., 2007).

O maior objetivo do tratamento é a manutencdo da homeostasia, a
neutralizagdo do micro-organismo causador e a redugdo da resposta imune
exacerbada (DUNKEL & CORLEY, 2015). Potros sépticos comumente apresentam
comprometimento mudltiplo dos sistemas organicos, devendo o tratamento ser
voltado inicialmente para a manutengdo dos sistemas vitais, como sistema
cardiovascular, sistema respiratorio e sistema nervoso central (SANCHEZ, 2005).

A taxa de sobrevivéncia de potros com septicemia € altamente variavel, sendo
descrita desde 10% (HOFFMAN et al.,, 1992) até 70% (RAISIS et al., 1996;
CORLEY, 2015 apud. DUNKEL, 2015). Esta amplitude na taxa de sobrevivéncia
reflete as diferencas nos critérios de inclusdo para diagnostico e na localizagédo
geografica. Em geral, quando a septicemia é documentada, € possivel citar um
prognéstico de sobrevivéncia a curto prazo de aproximadamente 50% (PARADIS,
1994).

Em um estudo realizado por Sanchez et al. (2008), foi avaliada a
sobrevivéncia e a performance de potros da ragca Puro Sangue Inglés (PSI)
septicémicos. Eles observaram que 60% dos potros sobreviveram, e néo
apresentaram diferenca em relacdo a seus irmaos maternos em porcentagem de
inscrigdes, porcentagem de ganhadores e numero de corridas.

Outro estudo semelhante conduzido por Hugles et al. (2014) avaliou a
performance atlética de potros nascidos de éguas tratadas para sinais de placentite
em relacdo a performance de potros nascidos na mesma localidade de éguas que
nao receberam tratamento para placentite. A conclusdo obtida foi de que a
performance atlética de cavalos nascidos de éguas com suspeita de placentite ndo
diferem da performance de cavalos nascidos de éguas sem alteracdes. Porém,
potros sépticos que desenvolvem artrite séptica apresentam um progndéstico mais
reservado quanto ao futuro e performance atlética, particularmente quando o
processo envolve multiplas articulagbes (STEEL et al.,, 1999; SMITH et al., 2004,
NEIL et al., 2010).

Desta maneira ressalta-se a importancia do reconhecimento precoce do

processo séptico, permitindo o estabelecimento de tratamento adequado, e a
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necessidade do monitoramento clinico e laboratorial destes potros, possibilitando
maiores chances de sobrevivéncia e recuperacdo, com melhor prognostico de vida

atlética futura.
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Resumo

Potros septicos apresentam diversas desordens metabdlicas, entretanto as alteragdes
bioquimicas demonstradas por estes potros logo ap6s o nascimento e sua relagdo com a
sobrevivéncia ndo estdo completamente esclarecidas. O objetivo deste estudo foi avaliar os
parametros bioquimicos de potros nascidos de éguas com placentite com a presenca de sepse
e relacionar com a sobrevivéncia, durante as primeiras 48h de vida. Um total de 35 potros foi
incluido neste estudo. O grupo controle foi composto por sete potros saudaveis; 28 potros
nascidos de éguas com placentite ascendente induzida foram divididos em dois grupos de
acordo com o escore de sepse: potros ndo sépticos (n=19) e potros sépticos (n=9) e de acordo
com a sobrevivéncia em sobreviventes e ndo sobreviventes. Amostras de sangue foram
coletadas ao nascimento, com 12, 24 e 48h ap6s 0 nascimento. As concentragdes sanguineas
de glicose, lactato, triglicerideos, colesterol, ureia, creatinina, bilirrubina total, bilirrubina
direta, bilirrubina indireta, proteinas plasmaticas totais (PPT), fibrinogénio e gama-
glutamiltransferase (GGT) foram mensuradas. Os valores de glicose e GGT ao nascimento
foram menores nos grupos sépticos (p<0.001) e ndo sobreviventes (p<0.001). As
concentracOes de lactato, ureia, creatinina, triglicerideos e colesterol foram maiores nos potros
sépticos. Potros ndo sobreviventes apresentaram maiores concentragdes de lactato,
triglicerideos e colesterol em relagdo a potros sobreviventes. Potros sépticos e néo
sobreviventes demonstraram alteragdes no metabolismo lipidico caracterizado pelo aumento
dos niveis de triglicerideos e colesterol, com baixos valores de glicose no momento do
nascimento e reducdo na atividade da enzima hepéatica GGT, com elevacdo dos valores de
lactato e ureia nos potros ndo sobreviventes. Estes marcadores podem ser utilizados como

ferramentas auxiliares no diagnostico de sepse e no monitoramento de potros doentes.
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Abstract

Septic foals present several metabolic disorders, however the biochemical changes showed for
this foals immediately after birth and your relationship with the survival is not completely
clear. The aim of this study was to evaluate the relationship of biochemical profile of foals
born from mares with placentitis in the presence of sepsis with the foal survival, during the
first 48h. A total of 35 foals were included in the present study. The control group it was
comprised by seven healthy foals; 28 foals born from mares with induced ascending
placentitis were assigned into two groups according to the sepsis score: nonseptic foals (n=19)
and septic foals (n=9) and according to survival in survivors and nonsurvivors. Blood samples
were obtained on birth and 12, 24 and 48h after the birth. Blood concentration of glucose,
lactate, triglycerides, cholesterol, urea, creatinine, total bilirubin, direct bilirubin, indirect
bilirubin, total plasmatic protein (PPT), fibrinogen and gamma glutamyltransferase (GGT)
were measured. The glucose and GGT at birth was lower in septic foals (p<0.001) and
nonsurvivors foals (p<0.001). Lactate, urea, creatinine, triglycerides and cholesterol
concentration were higher in septic foals. Nonsurvivors foals showed higher lactate,
triglycerides and cholesterol concentrations than survivors foals. Septic and nonsurvivors
foals demonstrated changes in lipid metabolism characterized by hypertriglyceridemia,
hypercolesterolemia and hypoglycemia at birth and reduction in the activity of GGT liver
enzyme, with elevation in lactate and urea concentrations in nonsurvivors foals. These
markers can be used as an important tool in sepsis diagnosis and monitoring of critically ill
foals.

Keywords: sepsis, placentitis, biochemical, metabolism, survival

INTRODUCAO

O crescimento e o desenvolvimento fetal dependem de um ambiente intrauterino
saudavel e da eficiéncia placentéaria (Bucca, 2006), uma vez que o ambiente intrauterino é
responsavel por suprir as necessidades nutricionais, metabdlicas e enddcrinas do feto
(Rossdale et al, 1997) através da placenta. Qualquer deficiéncia na funcdo e estrutura
placentaria pode refletir em déficit no crescimento e maturidade fetal, além de refletir em

danos na vida pos-natal (Whitwell, 1980).
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Condicbes que levam a insuficiéncia placentaria, como infecgdes intrauterinas,
interferem no suprimento de nutrientes para o feto e podem resultar em crescimento fetal
anormal e deplecdo das reservas de energia (Koterba, 1990). A placentite é a causa mais
comum de insuficiéncia placentaria, sendo responsavel por mais de 30% dos partos
prematuros e mortes neonatais dentro das primeiras 24h de vida (McKinnon, 2009).

Potros provenientes de éguas com placentite podem nascer prematuros, apresentar
alteracdes clinicas incompativeis com a vida, ou podem, ainda, nascer a termo, com pouca ou
nenhuma alteracdo (Bain, 2004). O desenvolvimento de sepse neonatal € uma consequéncia
comum da placentite (Sanchez, 2005), sendo considerada a maior causa de morte em potros
com menos de sete dias de vida (Cohen, 1994), assumindo importancia clinica e econémica
em todo mundo. A sepse tem sido associada com varias desordens metabolicas incluindo
desregulacdo no metabolismo da glicose (Hollis et al, 2008; Barsnick et al, 2011), do célcio
(Hurcombe et al, 2009) e do ciclo do lactato (Corley et al, 2005), entretanto as alteracfes
bioquimicas apresentadas por potros sépticos logo apds 0 nascimento e a sua relagcdo com a
sobrevivéncia nao estdo completamente esclarecidas.

Parametros bioquimicos mais especificos, que avaliem a funcdo metabolica e
energética de potros sépticos durante as primeiras horas de vida podem ser ferramentas Uteis
para estabelecimento de um diagnéstico precoce e podem auxiliar na determinacdo de um
progndstico em potros doentes (Aoki e Ishii, 2012), permitindo caracterizar o grau de resposta
neonatal (Morresey, 2005). No other studies have reported the biochemical profile of foals
born from mares with placentitis during the early postpartum period. O objetivo deste estudo
foi avaliar o perfil bioquimico de potros nascidos de éguas submetidas a inducdo de placentite
ascendente na presenca de sepse e relacionar os parametros bioquimicos com a sobrevivéncia

destes potros.

MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi realizado com o plantel de éguas do Centro de Ensino e
Experimentagdo em Equinocultura da Palma (CEEEP), da Universidade Federal de Pelotas
(UFPel), no municipio de Capdo do Ledo/RS (31°48'08.2"S; 52°29'51.4"0), durante as
temporadas reprodutivas de 2012-2014. Para o estudo foram utilizadas 35 éguas mestigas
Crioulas com idade média 11+2 anos e seus respectivos potros neonatos.

As éguas eram submetidas periodicamente a exame clinico geral, acompanhamento

hematoldgico e exame obstétrico, no qual eram avaliadas as membranas fetais, além do



26

desenvolvimento e atividade fetal. Todas as éguas selecionadas para esse estudo ndo
apresentavam alteragdes clinicas e gestacionais.

Foram selecionadas ao acaso sete éguas para compor o0 grupo controle e 28 éguas para
inducdo de placentite ascendente. Todas as éguas foram igualmente monitoradas até o
momento do parto. A indugdo de placentite foi realizada através da infuséo intracervical de
Streptococcus equi subespécie zooepidemicus na concentracéo de 1x10” UFC, entre 295-300
dias de gestacdo, conforme protocolo descrito por Bailey et al. (2010). Ap6s a inducdo, as
éguas foram submetidas a monitoramento clinico e avaliagdo ultrassonografica transretal
diariamente até o0 momento do parto.

Todas as éguas induzidas apresentaram sinais clinicos de placentite, como secrecdo
vulvar purulenta, além de desenvolvimento precoce do ubere. No exame ultrassonografico
transretal foi observado espessamento da juncdo Utero placentaria (JUP) e descolamento
placentéario 24 a 48h apds a inoculacdo bacteriana em todas as éguas induzidas. O protocolo
de tratamento foi instaurado 48h ap6s a inducdo da placentite e as éguas foram tratadas de
acordo com o protocolo descrito por Feijo et al. (2014).

Todos os partos foram assistidos. Apds a ruptura do corioalant6ide, as éguas eram
encaminhadas para cocheira maternidade para acompanhamento do parto. O diagndstico pés-
parto de placentite foi realizado através da avaliacdo histopatoldgica da placenta, conforme
descrito por Hong et al (1993).

Todos os potros foram avaliados quanto a capacidade de ingestdo de colostro, e nos
animais que ndo mamavam foi administrado colostro através de sondagem nasogastrica em
um periodo de até seis horas de vida. Os potros que durante as 48h de vida apresentaram
quadros de desidratacdo receberam fluidoterapia de suporte com Ringer Lactato. Nenhum
animal recebeu tratamento antibiotico ou anti-inflamatério durante as primeiras 48h de vida.

Os potros nascidos das éguas com placentite foram distribuidos em dois grupos de
acordo com o escore de sepse descrito por Brewer e Koterba (1988): 1) potros sépticos (n=9),
com escore de sepse igual ou acima de 11 e; 2) potros ndo sépticos (n=19), com escore de
sepse menor que 11. O grupo controle (n=7) foi constituido por potros clinicamente saudaveis
nascidos de éguas sem alteracOes clinicas durante a gestacdo e que ndo apresentaram
alteracdes na avaliagéo clinica, apresentando escore de sepse <4.

Foram realizadas coletas sanguineas através de puncdo do vaso jugular no momento
Oh (até 10 min apds o nascimento), com 12, 24 e 48h de vida. As amostras foram coletadas
em tubos sem anticoagulante para avaliacdo dos niveis de triglicerideos, colesterol, ureia,

creatinina, bilirrubina total, bilirrubina direta, bilirrubina indireta, fibrinogénio e gama



27

glutamiltransferase (GGT), e em tubos com fluoreto de sodio para avaliacdo de glicose e
lactato. As amostras foram centrifugadas a 3000 RPM durante 10 minutos, e as aliquotas de
soro foram separadas, acondicionadas em eppendorfs e criopreservadas a -20°C para posterior
analise bioquimica em sistema bioguimico automatico (Labmax Plenno, Labtest, Belo
Horizonte, Brasil).

Os dados obtidos estdo expressos em mediana e intervalo interquartil. Todos os dados
foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. As variaveis que apresentaram
distribuicdo ndo paramétrica foram transformadas para realizacdo de analise de variancia
(General AOV) e comparagdo entre as médias pelo teste de LSD. A comparagdo entre o
indice de sobrevivéncia entre animais dos grupos sépticos e nao sépticos foi realizada através
do Teste Exato de Fisher. As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do software
Statistix 10.0 (Analytical Software, Tallahassee, FL, USA). A diferenca foi considerada
significativa quando p< 0,05.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Experimentacdo Animal da Faculdade
de Veterinaria da UFPel, sob 0 n°® 4750.

RESULTADOS

Do total de 28 potros nascidos de éguas com placentite induzida experimentalmente 19
(68%) sobreviveram, quatro (14%) morreram e cinco (18%) foram eutanasiados por
apresentar prognostico desfavoravel. O indice de sobrevivéncia dos animais ndo sépticos foi
maior em relacdo aos do grupo septico. Dos potros sobreviventes dois (10%) foram
classificados como sépticos e 17 (90%) como ndo sépticos. Dos nove potros nao
sobreviventes, sete (78%) foram classificados como sépticos e dois (22%) como nao sépticos.
Todos os potros do grupo controle sobreviveram e ndo apresentaram alteraces clinicas
durante o periodo avaliado.

O tempo de gestacdo (em dias) dos potros sépticos [315 (313-317)] foi menor (p<0,01)
em relacdo aos potros ndo sépticos [338 (319-348)] e ao grupo controle [336 (331-349)]. A
Tab.1 mostra os pardmetros bioquimicos avaliados e a comparagcdo entre 0S grupos no
momento do nascimento. Os valores de mediana e intervalo interquartil das varidveis
avaliadas durante as 48h seguintes de acordo com o diagnostico e a sobrevivéncia estdo

mostrados nas Tab. 2 e 3, respectivamente.



Tabela 1: Mediana e intervalo interquartil dos valores de glicose, lactato, triglicerideos, colesterol, ureia, creatinina, bilirrubinas, PPT, fibrinogénio e GGT no

momento do nascimento em potros de acordo com o diagnostico e com a sobrevivéncia.

Grupo de acordo com o diagnoéstico

Grupo de acordo com a sobrevivéncia

Controle (n=7)

Nao sépticos (n=19)

Sépticos (n=9)

Sobreviventes (n=19)

Na&o sobreviventes (n=9)

Glicose (mg/dL)
Lactato (mmol/L)
Triglicerideos (mg/dL)
Colesterol (mg/dL)

Ureia (mg/dL)

Creatinina(mg/dL)
Bilirrubina total (mg/dL)
Bilirrubina direta (mg/dL)
Bilirrubina indireta (mg/dL)

PPT (g/dL)

Fibrinogénio (mg/dL)

GGT (U/L)

83 (68-86)°
3,38 (3.08-4,68)*
22,5 (15,75-34,5)

165 (142-177)°
41 (39,25-43,50)
2,32 (1,78-2,84)°
3,64 (2,98-4,89)
0,69 (0,62-0,73)
2,95 (2,31-4,20)
4,88 (4,48-5,18)

400 (200-400)

29 (26,75-31)°

74,50 (60,7-98,25)°

3,48 (2,75-4,47)
20 (14-31)
155 (119-211)°
44 (39-49)
2,24 (1,75-3,05)°
2,86 (2,17-4,33)
0,76 (0,64-1,11)
1,83 (1,51-3,76)
4,74 (4,66-4,99)
400 (350-600)
27 (23-31)°

37 (16,5-47,5)"
4,77 (3,41-8,54)"
24 (20-62,5)
433 (225-532,5)
42 (34-52,5)
3,14 (2,47-6,15)
3,05 (2,27-4,69)
1,06 (0,79-1,25)
1,95 (1,16-3,82)
5,20 (4,88-5,48)
600 (200-975)
23 (17,5-26,5)"

74,50 (57-96)°
3,52 (3,13-3,52)
20 (15-30)°

161 (122,5-198,5)"

44 (39,5-48,5)
2,36 (1,77-3,07)
2,96 (2,75-4,39)
0,76 (0,64-1,07)
2,24 (1,57-3,77)
4,83 (4,65-5,01)

400 (200-600)

27 (25-31)°

41 (24-66)°
4,77 (2,44-8,54)
30 (20-62,5)°
400 (225-518)°
42 (34-50)
2,62 (2,22-5,25)
2,86 (2,17-3,4)
1,06 (0,72-1,16)
1,69 (1,16-1,95)
5,15 (4,70-5,34)
500 (250-975)
23 (17,5-24,5)"

¢ | etras mindsculas sobrescritas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p < 0.05) entre 0s grupos.
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Tabela 2: Mediana e intervalo interquartil dos valores de glicose, lactato, triglicerideos, colesterol, ureia, creatinina, bilirrubinas, PPT, fibrinogénio e GGT

com 12, 24 e 48h de vida em potros de acordo com o diagnostico.

Grupo de acordo com o diagnéstico

Controle Nao sépticos Sépticos
12 24 48 12 24 48 12 24 48
Glicose 123 157 160 155 164 177 95 130,50 142
(mg/dL) (119-165)* (137-171)*  (147-177)® (136-187)*  (150-213)* (160-205) (48-153 5)" (91-152,75)° (121-180)°
Lactato 2,0 2,11 1,78 2,89 2,19 2,02 7,60 5,70 3,80
(mmol/L) (1,78-2,66)° (1,78-2,24)°  (1,67-2,0)° (2,20-3,66)"  (1,64-3,23)"  (1,80-2,60)° (4,53-10-54)*  (4,35-10-82)°  (2,38-11,32)
Triglicerideos 31 45 93 33 61 92 114 199 119
(mg/dL) (29-46)° (43-66)° (50-138) (27-42)° (42-77)° (59-154) (74-229)? (101-390)*  (74,75-154,25)
Colesterol 157 209 205 153 178 201 (171- 464 436 323
(mg/dL) (143-206)" (168-226)" (183-212)° (110-242)°  (153-247)" 273)" (269-535)"  (386,75-598)  (253,25-518)
Ureia 40 27 23 39 33 27 47 64,50 56
(mg/dL) (31-42)° (22-32)° (18-27)° (33-46)" (28-50)° (20-35)° (41,5-68,5)*  (49,75-94,5)*  (32-69,25)"
Creatinina 1,32 1,07 0,87 1,55 1,24 1,13 2,36 2,0 1,50
(mg/dL) (1,17-156)*  (0,18-1,18)®  (0,79-1,01)" (1,03-1,83)"  (0,94-1,40)*  (0,84-1,45)° (1,45-5,35)? (1,30-4,70)* (1,28-2,54)?
Bilirrubina 4,09 4,85 3,92 4,12 4,30 3,71 4,83 5,62 7,63
total (mg/dL) (3,82-5,34) (3,59-5,64)°  (3,40-5,33)° (3,98-5,26)  (3,78-5,24)"  (3,03-5,52)" (3,73-8,74) (4,96-9,38)* (6-9,16)°
Bilirrubina 0,89 0,80 1,23 0,91 0,93 1,26 1,42 1,83 1,54
direta (mg/dL)  (0,76-1,09)® (0,76-0,89) (0,8-1,52) (0,74-1,12)°  (0,81-1,25)  (1,08-1,42) (092-1,85)? (0,66-2,07) (1,19-2,74)
Bilirrubina 3,34 4,09 3,11 3,23 3,26 2,48 3,21 4,34 5,41
indireta(mg/dL)  (2,90-4,48) (2,87-4,81)*  (2,07-4,10)" (2,83-4,54)  (2,55-4,27)°  (1,71-4,31)" (2,55-6,51) (3,26-7,20)° (3,28-7,83)
PPT 7,05 7,01 7,10 6,97 7,0 6,80 517 5,95 5,37
(g/dL) (6,55-7,81)° (6,62-7,44)  (6,24-7,41)° (5,51-7,60)*  (5,89-7,59) (5,63-8,14)° (4,86-6,02)" (5,24-6,36) (4,80-5,80)°
Fibrinogénio 400 (200- 400 400 400 400 400 700 800 400
(MG/dL) 400)° (400-600)® (200-600) (200-600)®  (200-600)" (200-600) (200-950) (400-800)° (300-600)
GGT 53 41 41 42 32 29 25 21 26
(U/L) (40-59) (39-43) (34-62)° (36-54)° (27-38)° (25-35)° (15,5-43,50)° (13-33,5)° (19-41,25)°

¢ | etras mindsculas sobrescritas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p < 0.05) entre os grupos de acordo com 0 momento.



Tabela 3: Mediana e intervalo interquartil dos valores de glicose, lactato, triglicerideos, colesterol, ureia, creatinina, bilirrubinas, PPT, fibrinogénio e GGT com 12, 24 e

48h de vida em potros de acordo com a sobrevivéncia.

Grupo de acordo com a sobrevivéncia

Sobreviventes

N&o sobreviventes

12h

24h

48h

12h

24h

48h

Glicose (mg/dL)

Lactato (mmol/L)
Triglicerideos (mg/dL)
Colesterol (mg/dL)

Ureia (mg/dL)

Creatinina(mg/dL)
Bilirrubina total (mg/dL)
Bilirrubina direta (mg/dL)
Bilirrubina indireta (mg/dL)

PPT (g/dL)

Fibrinogénio (mg/dL)

GGT (U/L)

155 (122-182)
3,11 (2,13-3,67)°
35 (28-44,25)°

158 (138-215,80)°

39 (33-46)
1,55 (1,04-1,84)
4,33 (3,94-5,50)
0,92 (0,75-1,09)
3,35 (2,88-4,67)
6,6 (5,63-7,63)

400 (200-500)
46 (36,75-56,25)

164 (148-209)°
2,46 (1,83-3,24)°
65 (43,75-71,75)"

180 (161-247)°

37 (26-51)
1,24 (0,92-1,37)°
4,39 (3,94-5,52)
0,93 (0,77-1,02)"
3,48 (3,05-4,78)

6,86 (5,85-7,47)

400 (300-600)°
32 (30,25-41,50)

177 (151-186)°
2,07 (1,78-2,60)"
98 (60-131)
217 (172-246)
27,5 (19-34)
1,15 (0,82-1,47)
4,42 (3,36-5,53)
1,27 (0,99-1,47)
2,86 (1,88-4,48)
6,40 (5,79-7,53)
400 (200-600)
31 (29-39,5)

130 (64-165)

4,95 (3,49-10,54)*

111 (45,5-229)°
390 (248-522,5)°
44 (37-61)
1,79 (1,45-4,10)
4,73 (3,63-7,87)
1,42 (0,75-1,85)
3,15 (2,58-5,16)
5,17 (4,86-6,75)
600 (200-1000)
25 (15,5-39,5)°

126 (91-151)°

4,62 (2,08-10,82)*

129 (101-390)°
420 (237,5-871)°
52,5 (30-74)
2,00 (1,29-4,51)
5,19 (3,68-8,95)
1,83 (0,94-2,07)?
3,36 (2,38-6,41)
6,57 (5,24-7,05)
700 (400-800)°
25 (13-29,75)°

160 (121-165)°
3,29 (1,94-11,54)*
102 (57-182)
295 (242-656)
34 (26-61)
1,40 (1,11-1,89)
7,01 (2,99-9,05)
1,36 (1,26-2,45)
3,83 (1,71-7,51)
5,37 (4,80-6,93)
500(200-600)
24 (20-29)

¢ | etras mindsculas sobrescritas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p < 0.05) entre grupos de acordo com 0 momento.
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DISCUSSAO

A mensuracdo de parametros bioquimicos em potros sépticos nascidos de éguas com
placentite logo ap6s o nascimento ndo foi antes descrita. A avaliacdo bioquimica durante as
primeiras 48h de vida € importante, pois permite uma interpretacdo da condicdo clinica e
metabdlica do potro, demonstrando alteracfes que podem estar associadas com a presenca de
sepse. E possivel ainda, a determinagio de comprometimento ja ao nascimento, mesmo sem a
presenca de sinais clinicos. Isto possibilita o reconhecimento precoce da necessidade de
intervencdo e tratamento em potros doentes, além de fornecer importantes informacdes acerca
do prognostico destes animais.

No presente estudo foram encontradas alteragdes no metabolismo energético em
potros sépticos e em potros ndo sobreviventes, caracterizadas por hipoglicemia,
hipertriglicidemia e hipercolesterolemia ap6s o nascimento. Resultados semelhantes foram
obtidos em estudos que relacionaram a sepse com varios distirbios metabolicos em potros
neonatos com até sete dias de vida (Hollis et al., 2008; Corley, 2005; Wotman et al.; 2009).

A hipoglicemia observada nos potros sépticos [37 (16,5-47,5)]) e potros néo
sobreviventes [41 (24-66)] no momento do nascimento estd de acordo com o descrito por
Pirrone et al. (2012; 2014), que definiram como ponto de corte a concentragdo de glicose de
41,95 mg/dL para determinar hipoglicemia ao nascimento. A concentragdo de glicose ao
nascimento pode ser considerada como um reflexo da funcdo placentaria (Bauer et al.; 1984;
Vaala, 1999; Axon e Palmer, 2008), e a septicemia pode resultar em hipoglicemia,
provavelmente, como resultado das baixas reservas de glicogénio e falha de alimentacéo
adequada, assim como pode ser secundario ao catabolismo (Hollis et al., 2008) e aumento do
consumo energético pela proliferagdo de micro-organismos (Barton, 2008). Nos potros ndo
sobreviventes mesmo com tratamento de suporte nutricional e fluidoterapia foi observada a
manutencdo da hipoglicemia até as 48h de vida. CondicGes de manutencdo de hipoglicemia ja
foram relacionadas com septicemia e ndo sobrevivéncia em potros (Hollis et al., 2008;
Barsnick et al., 2011; Armengou et al., 2013; Gayle et al., 1998).

A concentracdo de lactato nos potros sépticos foi maior [4,77 (3,41-8,54)] em relacéo
aos potros ndo sépticos [3,48 (2,75-4,47)] ao nascimento, embora sem diferir do grupo
controle [3,38 (3,08-4,68)]. Quando avaliados durante as primeiras 48h, os grupos de potros
sépticos e ndo sobreviventes apresentaram concentracdes elevadas de lactato (acima de 3,80 e
3,29, respectivamente) a partir das 12h. Esses resultados concordam com os resultados
obtidos por Pirrone et al. (2012), que observou que ao nascimento potros doentes podem nao

demonstrar hiperlactatemia em relacdo a potros saudaveis, embora nos animais doentes a
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depuracdo ocorra de forma mais lenta. Nos potros do grupo controle e ndo sépticos e nos
potros sobreviventes observamos que dentro das primeiras 24h houve reducdo dos valores de
lactato para limites proximos aos fisiolégicos. Em potros neonatos, as concentracdes de
lactato sdo idade-dependentes e potros saudaveis devem ser capaz de reduzir os niveis
sanguineos durantes as primeiras 24 h para valores de até 2,1 mmol/L (Castagnetti et al.,
2010). As concentracOes de lactato no nascimento podem ser influenciadas pelo aumento dos
niveis de cortisol, catecolaminas ou devido a hipoxia fisiologica que ocorre durante o
processo do nascimento (Castagnetti et al., 2010; Rossdale et al., 1984).

Corley et al. [12], investigaram a concentragdo de lactato arterial em potros
criticamente doentes, e comprovaram que a avaliacdo sequencial deste parametro fornece
importantes informac@es prognosticas. Segundo Castagnetti et al. (2010), o grau e a duracédo
da hiperlactatemia também estdo correlacionados com o subsequente desenvolvimento de
faléncia multipla dos érgéos.

Uma alta concentracdo de triglicerideos foi encontrada nos potros ndo sobreviventes
em relacdo aos sobreviventes no momento do nascimento [30 (20-62,5)]. Armengou et al.
(2013) em um estudo com potros internados com até 21 dias de idade também observou
concentragOes elevadas de triglicerideos nos animais ndo sobreviventes. Nos momentos 12 e
24h as concentracdes de triglicerideos nos potros sépticos foi cerca de trés vezes maior em
relacdo ao grupo controle e ndo sépticos. Este resultado é semelhante a outros estudos
(Barsnick et al., 2011; Armengou et al., 2013) que encontraram elevadas concentracdes de
triglicerideos em potros neonatos sépticos em relacdo a potros saudaveis.

A mobilizagdo de lipideos é um processo controlado endocrinamente. Os horménios
que estimulam a lipdlise sdo principalmente a adrenalina e o glucagon, que sdo secretados
guando diminuem os niveis de glicose sanguinea (Gonzales e Silva, 2006). Em consequéncia
da desregulacdo enddcrina que ocorre em animais septicémicos, da hipoglicemia e da intensa
mobilizacdo de lipideos para obtencdo de energia, ocorre um aumento das concentragdes
séricas de triglicerideos.

Em humanos, a presenca de hipertriglicidemia ao nascimento é a principal
caracteristica de alteragdes no metabolismo lipidico (Das et al., 2009). Em equinos adultos
hospitalizados com sinais de SIRS foram encontradas concentracGes de triglicerideos acima
de 100 mg/dL, sugerindo que a SIRS pode predispor a hipertriglicidemia (Dunkel e
McKenzie, 2013). Em nosso estudo os potros ndo sobreviventes apresentaram concentragoes
acima de 100 mg/dL a partir das 12h, sugerindo que altas concentracdes de triglicerideos apos

0 nascimento em potros sépticos podem estar relacionadas com a ndo sobrevivéncia. Ndo ha
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informagdes prévias sobre o comportamento do colesterol em potros doentes e ndo ha
descri¢do dos limites fisioldgicos ao nascimento, o que torna dificil a discussdo dos dados.
Em nosso estudo, foram observadas concentracdes elevadas de colesterol desde o nascimento
em potros septicos (433 mg/dL) e ndo sobreviventes (407 mg/dL) em relacdo ao grupo
controle (165 mg/dL) e ndo sépticos (155 mg/dL) e em potros sobreviventes (161 mg/dL). Em
jumentos, os valores descritos de colesterol ao nascimento sdo de 151 mg/dL +29,2 e estes
valores tendem a ser constantes durante as primeiras oito semanas de vida (Sgorbini et al.,
2013), sendo semelhantes aos valores encontrados neste estudo. Os elevados valores de
colesterol observado nos potros sépticos e ndo sobreviventes neste estudo pode estar
relacionado com a insuficiéncia e imaturidade hepética (Kulisa et al., 2005).

No momento do nascimento os valores de ureia ndo diferiram entre os grupos. A partir
das 12h, foi observado um aumento das concentrac@es de ureia nos potros sépticos em relacédo
ao grupo controle e aos potros nao sépticos, sendo esse aumento frequentemente encontrado
em neonatos debilitados ou severamente doentes, uma vez que a ureia aumenta em situacoes
nas quais ocorre balanco energético negativo, bem como em situacbes em que ha
comprometimento renal (Axon e Palmer, 2008).

Os valores de creatinina ao nascimento foram maiores nos potros sépticos. A elevacao
nos niveis de creatinina ao nascimento pode ser um achado transitério em potros nascidos de
éguas com placentite (Schott, 2011), entretanto, isto geralmente reflete mais uma alteracéo
placentaria do que uma doenca renal primaria (Axon e Palmer, 2008; Austin, 2013) e estes
valores devem retornar aos niveis normais dentro das primeiras 24h de vida (Wilkins, 2011).
Porém neste estudo foi observado que nos potros sépticos as concentracdes de creatinina,
embora com valores menores do que observados ao nascimento, mantiveram-se mais elevadas
em relacdo aos demais grupos durante as primeiras 48h de vida. Condi¢des de manutencédo da
hipercreatininemia podem estar relacionadas com a ndo sobrevivéncia em decorréncia da
hipoperfuséo tecidual e consequente dano renal (Schott, 2011).

Ao nascimento, os valores das bilirrubinas ndo apresentaram diferenca. A elevacao
dos niveis de bilirrubina direta nos potros sépticos nas 12h pode estar relacionada a falta de
proteina carreadora ou transportadora necessaria para o transporte da bilirrubina direta no
figado, conforme descrito por Bauer et al. (1984), em decorréncia de imaturidade hepato-
celular. Os potros septicos apresentaram maiores valores de bilirrubina total e indireta nas 24
e 48h.

A hiperbilirrubinemia neonatal na primeira semana de vida ¢ bem documentada e é

caracterizada por um aumento das concentragdes de bilirrubina total, principalmente atribuida
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a um moderado aumento da bilirrubina indireta (Waldridge, 2014) e pode ser o resultado da
destruicdo acelerada de eritrécitos fetais ou da imaturidade da fungdo hepatica (Bauer et al.,
1989).

Os valores de PPT ndo apresentaram diferenca entre 0s grupos no momento do
nascimento. No momento 12h e 48h observamos valores inferiores nos potros sépticos. Potros
sépticos podem apresentar hipoproteinemia pelo catabolismo de imunoglobulinas (Axon e
Palmer, 2008), portanto, a mensuracdo abaixo da variagdo normal em potros com 24h de
idade, conforme encontrada neste estudo, deve ser um alerta para condicdes como sepse
(Morresey, 2005).

As concentragfes de fibrinogénio ndo diferiram entre 0s grupos ao nascimento. A
hiperfibrinogenemia observada nos potros do grupo sépticos com 12 e 24h pode ser
considerada um indicador de sepse e presenca de processo inflamatdrio ainda na vida
intrauterina, pois em potros com menos de 48h de vida valores elevados de fibrinogénio
indicam uma resposta inflamatdria de pelo menos 24 a 48h de duragdo (Brewer, 1990). A
reducdo progressiva dos valores de fibrinogénio é utilizada como um indicador de resposta
favoravel (Axon e Palmer, 2008).

As concentracdes de GGT nos potros sépticos foram menores em relacdo ao grupo
controle e nos ndo sobreviventes em relagdo aos sobreviventes, sendo 0 mesmo observado por
Armengou et al. (2013) que descreveu a atividade da enzima GGT em potros sépticos. Nos
potros ndo sobreviventes as concentracdes de GGT se mantiveram menores em relacdo aos
sobreviventes nas 12 e 24h de vida. O mesmo foi observado por Gayle et al. (1998) em
relagcdo a sobrevivéncia, com concentracGes inferiores no grupo dos ndo sobreviventes. Nos
demais grupos houve um aumento progressivo da atividade de GGT. Barton e Le Roy (2007)
descreveram que o aumento da enzima ocorre devido a maturacdo hepatocelular apds o
nascimento. Estes resultados diferem dos descritos por Axon e Palmer (2008) que descrevem

aumento da atividade da GGT em situagOes de sepse e SIRS.

CONCLUSAO

Potros sépticos nascidos de éguas com placentite ascendente demonstraram alterages
no metabolismo energético, caracterizado pelo aumento dos niveis de triglicerideos e
colesterol, com hipoglicemia ao nascimento e redugéo na atividade da enzima hepatica GGT,
com elevacdo dos valores de lactato e ureia. Com relacdo a sobrevivéncia observamos que
potros ndo sobreviventes apresentaram menores valores de glicose e GGT durante as 48h de

vida e elevadas concentracdes de lactato, triglicerideos e colesterol. Marcadores bioguimicos
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como glicose, triglicerideos, colesterol e GGT podem ser utilizados como indicadores de
comprometimento j& ao nascimento e da presenga de sepse, e podem ser utilizados como

fatores prognosticos em potros doentes.
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4 Consideracgdes Finais

Os resultados deste trabalho demonstraram que potros sépticos provenientes
de éguas com placentite apresentam alteragdes no metabolismo lipidico j& ao
nascimento. Estas alteracdes sdo caracterizadas pelo aumento dos niveis de
triglicerideos e colesterol, com hipoglicemia e alteracbes no metabolismo hepatico e
renal, com reducdo na atividade da enzima hepatica GGT e elevacao dos valores de
lactato e ureia.

Os potros ndo sobreviventes demonstraram manutencao de hipoglicemia,
com baixos valores GGT, juntamente com elevacfes nas concentracdes de lactato,
triglicerideos e colesterol. Estes marcadores podem ser utilizados como ferramentas
auxiliares no diagnéstico de sepse em potros provenientes de éguas com placentite
logo apds o nascimento e podem ser utilizados na determinacdo de um progndstico

guanto a sobrevivéncia destes potros dentro das primeiras 48h de vida.
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Anexo A
Parecer da Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal

UFPel

i

oo em baadmentagas Angns

Pelotas, 05 de julho de 2010.

De: Prof. Dr. Orlando Antonio Lucca Filho
Pres. da Comissdo de Etica e Experimentacio Animal (CEEA)V

Para: Prof. Carlos Eduardo Wayne Nogueira
Departamento de Clinicas Veterinaria

Faculdade de Veterinaria
Senhor Professor:

A CEEA analisou o projeto intitulado: “Alteracdes clinicas e metabélicas em
potros neonatos e sua relagio com os achados ginecoldgicos e obstétricos na égua”.
Processo n° 23110.004750/2009-55 sendo de parecer FAVORAVEL a sua execugio
considerando ser o assunto pertinente e a metodologia compativel com os principios
éticos em experimentagdo animal € com 0s objetivos propostos.

Solicitamos, ap6s tomar ciéncia do parecer, reenviar o 'proce;sso a CEEA.

Salientamos também a necessidade deste Projeto ser cadastrado junto ao
Departamento de Pesquisa para posterior registro no COCEPE (Codigo para Cadastro n°
CEEA 4750).

Sendo 0'que tinhamos para 0 momento, subscrevemo-nos.

Prof. Dr. O 0 AT n ucca Filho

Presidente da CEEA



Escore de sepse desenvolvido por Brewer e Koterba (1988).

Anexo B

SCORE

PARAMETER 4 3 2 1 0 Score
History:
1. Placentitis, vulvar
discharge, dystocia, long yes no
transportation of mare, mare
sick, induced, prolonged
gestation
(> 365 days)
2. Premature (days of <300 300-310 311-330 >330
gestation)
Clinical signs:
1. Petechiae, scleral severe moderate mild none
injection
2. Fever > 102F < 100F
3. Hypotonia, coma, marked mild normal
depression, seizure
4. Anterior uveitis, diarrhea, yes none
respiratory distress, swollen
joints, open wounds
Laboratory Data: <2.000 2.000-4.,000 | 8.000—
1. PMN count (per ul) or > 12,000 12,000 normal
2. Bands (per ul) > 200 50-200 none
3. Any toxic change in PMN | marked | moderate mild none
4. Fibrinogen (mg/dl) > 600 400-600 < 400
5. Blood glucose (mg/dl) <50 50-80 > 80
6. IeG (mg/dl) <200 | 200-400 400-800 > 800

Total points for this case




