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Resumo
O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da restrição alimentar na resposta de fase aguda em equinos. Vinte cavalos foram
submetidos à restrição alimentar por 48 h enquanto outros 12 animais (controle) tiveram livre acesso à água e alimento. Os animais
foram monitorados, examinados e amostras de sangue foram coletadas no início (0) do estudo e com 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42 e 48
horas de restrição alimentar. Os dados foram submetidos à análise de variância bidirecional com medidas repetidas e a significância
estatística foi P ≤ 0,05. Os cavalos toleraram a restrição alimentar sem complicações clínicas relevantes. A restrição alimentar
induziu uma resposta de fase aguda caracterizada pela elevação das concentrações séricas de α2-macroglobulina (24-38 h),
ceruloplasmina (36-48 h), α1-antitripsina (30-48 h), α1-glicoproteína ácida (42-48 h) e haptoglobina (42-48 h). A privação de
nutrientes eleva os níveis de cortisol circulante, que atua no sistema imunológico inato o qual, então induz a resposta de fase aguda.
Em conclusão, a restrição alimentar é um fator estressor físico para equinos, capaz de induzir uma reação proteica de fase aguda,
caracterizada pelo aumento na produção de α2-macroglobulina, ceruloplasmina, α1-antitripsina, α1-glicoproteína ácida e
haptoglobina.
Palavras-chave: Equinos; Restrição alimentar; Inflamação; Resposta imune; Proteína; Estresse.

Abstract
The objective of this study was to evaluate the effect of feed restriction on acute-phase response in horses. Twenty horses were
deprived of food for 48 h and others 12 animals (control) had free access to water and hay. They were closely monitored and
examined, and blood samples were taken at the beginning (0) of the study and 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42 and 48 hours afterward. Data
were submitted to two-way analysis of variance with repeated measures and statistical significance was P ≤ 0.05. The horses
tolerated feed restriction without serious clinical complications. Feed restriction induced an increase in the acute-phase response by
elevating serum concentrations of α2-macroglobulin (24-38 h), ceruloplasmin (36-48 h), α1-antitrypsin (30-48 h), α1-acid
glycoprotein (42-48 h) and haptoglobin (42-48 h). Nutrient deprivation raised the levels of circulating cortisol, which acts on the
innate immune system, which then induces the acute-phase response. In conclusion, food restriction is a physical stressor for horses,
capable of inducing an acute-phase protein reaction, characterized by increased production of α2-macroglobulin, ceruloplasmin, α1-
antitrypsin, α1-acid glycoprotein and haptoglobin.
Keywords: Equine; Feed restriction; Inflammation; Immune response; Proteins; Stress.
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Introdução
Os equinos estão inevitavelmente expostos ao

estresse durante sua vida, incluindo estressores psicológicos,
fisiológicos e físicos associados às práticas rotineiras de
manejo(1). Um exemplo é a restrição alimentar. Existem
várias situações na criação de cavalos em que o consumo de
ração é deficiente, seja devido à escassez de ração (por
exemplo, clima severo, confinamento físico, transporte, seca,
superlotação, competições, exercícios) ou resultante de uma
resposta adaptativa (por exemplo, medo, isolamento social,
cirurgia, doença, mudança de rotina ou condições de vida) (2).
A diminuição da ingestão de energia e nutrientes pode afetar
o desempenho e a defesa imunológica do hospedeiro. Essas
respostas imunes induzidas pelo estresse podem desencadear
uma resposta de fase aguda (RFA). Em bovinos, a privação
de ração e água também pode perturbar a flora ruminal e
causar morte microbiana, resultando na liberação de
endotoxinas microbianas, que também podem ativar o
sistema imunológico e causar uma resposta de fase aguda(3).

ARFAsistêmica é um componente não específico da
resposta imune inata. É a reação sistêmica a distúrbios locais
ou sistêmicos causados por trauma, infecção, cirurgia,
neoplasia, inflamação ou estresse, cujo objetivo é o
restabelecimento da homeostase e cicatrização(4,5). Nas
primeiras horas de RFA, a síntese proteica no fígado e a
secreção de hepatócitos são drasticamente alteradas, e há
mudanças mensuráveis na concentração sérica de várias
proteínas plasmáticas, denominadas proteínas de fase aguda
(APPs)(5). Nesse contexto, a privação alimentar na criação de
cavalos impõe algum grau de estresse aos animais e afeta
negativamente seu bem-estar. Os níveis séricos de proteínas
de fase aguda são potenciais indicadores fisiológicos de
estresse causado pela privação alimentar em bovinos(4,5). No
entanto, não foi determinado se isso também ocorre em
cavalos e, em caso afirmativo, quanto tempo levaria para que
uma resposta mensurável de APP aos estressores ocorresse
em cavalos.

O presente estudo foi desenhado para determinar a
resposta de fase aguda (RFA) em equinos submetidos à
privação alimentar por 48 horas. Hipotetizamos que a
privação alimentar provocaria reações de APP dentro de 48
h, provavelmente associadas ao estresse de inapetência.

Material e métodos

Animais e adaptação

O desenho deste estudo estava de acordo com as
normas brasileiras de ética animal e foi aprovado pelo comitê
de ética da Universidade Estadual Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (protocolo número 384). Trinta e dois castrados sem
raça definida foram estudados (idade 6,4 ± 2,0 anos, peso
404,19 ± 46,93 kg). Os animais pertenciam a uma única
fazenda e o proprietário consentiu com seu uso neste estudo.
O escore de condição corporal inicial (ECC) variou de 3,0 a
4,0 pontos, onde a escala de ECC varia de 0 = emaciado a 5
= obeso(6). Os cavalos foram submetidos a exame físico antes

da inclusão no estudo e foram considerados clinicamente
normais. Todos os cavalos foram vermifugados
regularmente e nenhum recebeu qualquer outra medicação
pelo menos nas últimas 4 semanas. A dieta dos cavalos
consistia de feno de capim ad libitum no momento em que o
estudo começou.

Design experimental

Os animais foram alocados em grupo controle (12
animais) e grupo restrito (grupo FR = 20 animais), com
médias de ECC, peso corporal e idade semelhantes em
ambos os grupos. Os dois grupos foram alojados
separadamente em dois piquetes idênticos sob luz natural em
um abrigo aberto ao ar livre. O piquete tinha piso de concreto
sem vegetação. O estudo foi realizado no verão, no qual a
temperatura média mínima foi de 24,2 ± 0,4 °C e a máxima
de 32,6 ± 0,6 °C, com umidade relativa média de 75,0 ±
1,8%. Os animais eram normalmente mantidos em piquete
durante todo o ano com feno e sal mineralizado ad libitum.
Durante o período experimental, o grupo controle (CT) teve
acesso livre à água e feno, enquanto o grupo restrito (FR)
teve acesso livre apenas à água.

Amostras e análises laboratoriais

O sangue foi primeiramente coletado (T0) da veia
jugular externa direita com cateter 12G após um período de
aclimatação de 7 dias, 4 horas após o recebimento do feno
pela manhã. Amostras de sangue adicionais foram coletadas
6, 12, 18, 24, 30, 36, 42 e 48 horas depois.As amostras foram
retiradas com seringa de 10 ml e depois transferidas para
tubos de coleta sem anticoagulante. As amostras foram
centrifugadas (4380g) e o soro foi colocado em tubos
Eppendorf, que foram armazenados a -20 °C por 7 dias até a
análise bioquímica.

As proteínas totais foram determinadas pelo método
Biuret(7) (Labquest, CELM - E-225-D, BR). As proteínas de
fase aguda sérica e peritoneal foram medidas por
eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de
sódio (SDS) (8), de acordo com as instruções do fabricante.
Os pesos moleculares e as concentrações das frações
proteicas foram determinados por videodensitometria
computadorizada (CS 9000, ShimadzuCorp., Kyoto, Japão).
Marcadores de referência (Sigma Chemical Co., St Louis,
EUA) foram usados para caracterizar proteínas, com pesos
moleculares de 29, 45, 66, 97.4, 116 e 205 kDa.Além disso,
a migração eletroforética de proteínas foi comparada com a
de proteínas puras, incluindo albumina, transferrina,
haptoglobina, ceruloplasmina, IgA, IgG, α1-antitripsina e
glicoproteína ácida. Todas as amostras foram analisadas no
mesmo gel.

Análise estatística

Os dados foram expressos como média ± DP e a
significância estatística foi estabelecida em P ≤ 0,05 para
todas as análises. Os dados coletados sem jejum foram
comparados com os dados gerados durante a privação
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alimentar.ANOVAde duas vias commedidas repetidas, com
tempo e estado de alimentação como fatores foi utilizada. O
teste de Tukey foi aplicado para comparação post hoc. Todos
os cálculos estatísticos foram realizados usando SAS(9).

Resultados
Durante o estudo não foram observadas alterações

clínicas e comportamentais graves nos cavalos privados de
alimento, embora os cavalos com restrição alimentar fossem

mais letárgicos, permaneceram alertas e interessados em
seus arredores.A restrição alimentar induziu um aumento na
resposta de fase aguda em cavalos, elevando as
concentrações séricas de α2-macroglobulina (24-38 h),
ceruloplasmina (36-48 h), α1-antitripsina (30-48 h), α1-
glicoproteína ácida (42-48 h) e haptoglobina (42-48 h)
(Tabelas 1 e 2). No entanto, a restrição alimentar não afetou
as concentrações da proteína sérica total, transferrina (Tf),
cadeias pesadas de imunoglobulina G (IgG-H), cadeias leves
de imunoglobulina G (IgG-L) e apolipoproteína (Apo).

Tabela 1. Efeitos da restrição alimentar na proteína sérica total, α2-macroglobulina (α2M), ceruloplasmina (CP), transferrina (Tf) e
α1-antitripsina (α1-AT) em cavalos

GC = grupo controle; RA = restrição alimentar. As médias seguidas de letras maiúsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenças significativas entre os grupos pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. Médias seguidas de diferentes letras minúsculas na mesma linha indicam diferenças significativas entre os tempos pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

Tabela 2. Efeitos da restrição alimentar na concentração sérica de cadeias pesadas de imunoglobulina G (IgG-H), cadeias leves de
imunoglobulina G (IgG-L), α1-glicoproteína ácida (AGP), haptoglobina (Hp) e apolipoproteína (Apo) em cavalos

GC = grupo controle; RA = restrição alimentar. As médias seguidas de letras maiúsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenças significativas entre os grupos pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. Médias seguidas de diferentes letras minúsculas na mesma linha indicam diferenças significativas entre os tempos pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

Horas de restrição alimentar

Paramêtros 0 6 12 18 24 30 36 42 48

IgG-H
(mg/dl)

CG 957,9Aa±421,1 973,9Aa±511,6 877,1Aa±389,9 896,3Aa±508,2 935,6Aa±284,1 965,8Aa±505,2 884,1Aa±331,6 1109,3Aa±533,9 941,4Aa±397,9

RA 805,4Aa±396,7 940,9Aa±395,9 957,8Aa±406,3 877,2Aa±457,9 931,3Aa±357,5 916,3Aa±526,9 843,8Aa±374,4 1004,2Aa±395,3 898,7Aa±403,7

IgG-L
(mg/dl)

CG 1159Aa±477,7 1062Aa±529,2 971Aa±503,7 1052Aa±388,1 1052Aa±324,7 1300Aa±507,1 1215Aa±502,5 1201Aa±434,2 1158Aa±487,6

RA 1263Aa±544,1 1317Aa±477,0 1198Aa±546,1 1188Aa±557,1 1194Aa±406,0 1164Aa±466,5 1080Aa±261,8 1158Aa±521,7 1241Aa±549,7

AGP
(mg/dl)

CG 161,0Aa±148,2 136,8Aa±76,1 145,4Aa±60,4 162,3Aa±137,6 147,5Aa±94,6 156,7Aa±106,9 137,1Aa±109,9 150,9Ba±127,5 136,1Ba±111,8

RA 140,3Aa±46,1 149,2Aa±82,7 142,2Aa±83,8 162,1Aa±87,6 160,2Aa±86,9 164,6Aa±109,4 155,8Aa±83,6 209,9Aa±110,1 283,6Aa±95,5

Hp
(mg/dl)

CG 300,2Aa±180,4 291,4Aa±144,9 327,3Aa±190,8 285,4Aa±146,9 325,2Aa±176,8 343,1Aa±199,1 352,7Aa±206,4 342,3Ba±221,0 336,9Ba±182,3

RA 286,3Aa±114,72 307,9Aa±142,9 328,9Aa±207,6 319,1Aa±169,4 337,6Aa±166,3 319,4Aa±146,0 327,6Aa±148,8 484,7Aa±156,5 450,4Aa±169,0

Apo
(mg/dl)

CG 589,9Aa±206,5 556,9Aa±296,0 513,0Aa±61,2 487,7Aa±102,2 465,9Aa±81,72 552,3Aa±188,1 590,6Aa±235,4 534,1Aa±147,6 552,6Aa±125,1

RA 509,9Aa±253,4 512,8Aa±150,4 480,5Aa±183,0 531,8Aa±203,6 523,4Aa±169,4 565,8Aa±187,9 500,5Aa±167,6 539,0Aa±197,2 550,7Aa±198,9

Horas de restrição alimentar

Paramêteros 0 6 12 18 24 30 36 42 48

Proteína
Total (g
L−1)

CG 7,54Aa±0,45 7,61Aa±0,47 7,70Aa±0,59 7,75Aa±0,56 7,82Aa±0,80 7,87Aa±1,25 7,88Aa±0,89 8,13Aa±0,77 8,20Aa±0,93

FA 7,32Aa±0,5 7,40Aa ±0,93 7,60Aa±0,95 7,53Aa±1,07 7,60Aa±0,70 7,73Aa±0,88 7,88Aa±1,16 8,26Aa±1,28 8,06Aa±1,31

α2M
(mg/dl)

GC 241,2Aa±94,4 237,2Aa±86,6 244,9Aa±113,2 225,0Aa±97,8 237,1Aa±87,5 261,3Aa±137,8 224,1Aa±68,4 277,2Aa±133,5 206,7Aa±133,5

FA 183,6Aa±100,5 238,7Aa±182,4 220,5Aa±104,2 244,9Aa±146,8 287,0Aa±175,0 296,6Aa±197,2 322,0Aa±225,2 351,4Aa±200,4 262,1Aa±212,6

CP (mg/dl)
GC 110,0Aa±38,3 117,2Aa±43,0 128,3Aa±54,3 110,0Aa±59,9 115,7Aa±55,3 117,3Aa±72,4 125,0Ba±103,2 108,0Ba±76,1 102,4Ba±56,0

FA 99,8Aa±49,3 112,7Aa±71,2 107,9Aa±64,0 109,6Aa±50,2 121,4Aa±71,0 123,7Aa±68,9 186,0Aa±81,9 183,5Aa±69,2 172,7Aa±93,7

Tf (mg/dl)
GC 611,9Aa±221,1 685,3Aa±277,6 639,3Aa±219,9 595,3Aa±229,1 678,9Aa±194,0 613,8Aa±265,6 636,9Aa±331,5 702,2Aa±289,8 667,2Aa±329,6

FA 588,9Aa±187,1 672,2Aa±251,3 579,1Aa±228,4 620,5Aa±278,1 670,9Aa±243,0 585,8Aa±258,3 659,2Aa±272,5 719,4Aa±214,2 721,6Aa±234,2

α1-AT
(mg/dl)

GC 245,0Aa±176,2 204,6Aa±72,8 274,1Aa±214,7 222,9Aa±149,9 224,0Aa±92,1 213,6Ba±105,7 193,2Ba±34,6 158,7Ba±102,8 209,1Ba±77,6

FA 237,3Aa±82,2 274,7Aa±85,5 256,3Aa±76,2 301,4Aa±232,1 226,9Aa±79,3 331,7Aa±72,9 325,3Aa±69,6 284,3Aa±76,0 397,9Aa±108,2
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Discussão
Todos os animais submetidos à restrição alimentar

de 48 horas tornaram-se mais letárgicos em relação aos
animais controle, mas não apresentaram alterações
comportamentais graves. Os animais em geral possuem
um mecanismo sutil que lhes permite lidar com estímulos
ambientais e manter a homeostase. Muitos fatores
ambientais podem causar estresse, e esses estressores
podem ser separados em estresse psicológico, estresse
físico e uma combinação de ambos(10). Quando os animais
são transportados, manuseados, misturados e/ou isolados,
sofrem estresse psicológico(11, 12, 13). Temperaturas
extremas ou escassez de alimentos são exemplos de
estresse físico e induzem diretamente respostas de
estresse no corpo. Alguns estressores, como ruído, dor,
contenção e desmame são tanto psicológicos quanto
físicos(14). O estresse em animais tem importantes
implicações econômicas e é reconhecido como um
problema de saúde 15. A resposta imune é um dos
mecanismos pelos quais os animais se defendem frente os
desafios ambientais(10). A resposta de fase aguda é um
componente não específico da imunidade inata capaz de
identificar essas situações estressantes em animais(3).

Neste estudo, descobrimos que a restrição
alimentar influenciou a resposta da fase aguda. Os cavalos
apresentaram concentração significativamente elevada de
α2-macroglobulina, ceruloplasmina, α1-antitripsina, α1-
glicoproteína ácida e haptoglobina. Estudos anteriores
também investigarammudanças na resposta de fase aguda
como potenciais biomarcadores de estresse. Kim et al. (10)
relataram que o desmame (incluindo restrição de leite)
causou aumentos significativos na relação neutrófilos e
significativa redução de linfócitos. Neste mesmo estudo,
a concentração de haptoglobina e amiloide A sérica
também aumentou significativamente, assim como os
níveis séricos de fator de necrose tumoral-α e cortisol.
Este estudo também revelou que houve uma diminuição
significativa dos níveis de interferon-γ em relação aos
valores obtidos antes do desmame. O desmame também
diminuiu significativamente a porcentagem de células T
CD25+ no sangue periférico. Para os autores, o estresse,
psicológico e físico, do desmame pode induzir uma
resposta de fase aguda possivelmente pela elevação da
produção de cortisol e citocinas de modulação da
inflamação.

A privação de ração e água durante longos
períodos de transporte (24 horas) também contribuiu para
a resposta de fase aguda e afetou negativamente o
desempenho em bovinos de corte(17). Para os autores, a
restrição de ração e água são as principais causas para a
reação de fase aguda e confinamento desempenho de
recepção tipicamente detectado em gado de corte
transportado(17). De acordo com Marques et al. (18) a
privação alimentar por 24 h com acesso regular à água é
a principal fonte de reação neuroendócrina e de fase

aguda, incluindo concentração elevada de cortisol
circulante, AGNE e ceruloplasmina em novilhas de corte
em crescimento. Em ratos, um estudo revelou que a
desnutrição induziu a expressão de IL-6 e α2-
macroglobulina nesses animais(19). A elevação de
glicocorticóides durante a privação de nutrientes tem sido
sugerida como um possível mecanismo para induzir
citocinas pró-inflamatórias e a resposta de APP induzida
por estresse em bovinos(4, 20). Por outro lado, os efeitos
específicos da restrição alimentar na resposta de fase
aguda e proteínas de fase aguda não foram ainda foi
determinado em cavalos. Além disso, eventos de privação
de nutrientes também podem perturbar a flora ruminal e
causar morte microbiana, resultando na liberação de
endotoxinas microbianas, que por sua vez podem
desencadear uma resposta de fase aguda(3).

Acredita-se que as proteínas de fase aguda sejam
os melhores marcadores de infiltração do conteúdo
luminal intestinal, e essas proteínas produzidas no fígado
como resposta secundária a estímulos tóxicos têm sido
amplamente utilizadas como indicadores de inflamação
sistêmica(21). a concentração ruminal leva 72 h para
retornar aos seus níveis iniciais(22), diminuindo a
capacidade fermentativa ruminal e o consumo de ração de
bovinos(23, 24). Em um estudo com 28 vacas Holandesas, a
restrição alimentar a 40% da ingestão ad libitum por 5
dias afetou negativamente a arquitetura intestinal,
caracterizada particularmente pela redução da altura das
vilosidades do íleo e da profundidade das criptas(25).
Existem várias situações na criação de cavalos em que o
consumo de ração é subótimo. Além da resposta da APP
induzida pelo estresse, essas situações podem ter
importantes implicações intestinais nesses animais.

Corroborando com os achados de proteína de fase
aguda descritos, achados publicados anteriormente
revelaram que durante o jejum, houve redução da resposta
leucocitária. Houve também uma diminuição nos sons
gastrointestinais em comparação com os cavalos controle.
No entanto, o jejum não teve efeito sobre a massa
corporal e escore de condição corporal, frequência
cardíaca, frequência respiratória, tempo de enchimento
capilar e temperatura corporal(26). A ulceração grave da
mucosa epitelial escamosa gástrica, causada pelo excesso
de acidez, pode se desenvolver rapidamente em cavalos
privados de ração ou que não consomem ração(16). No
estudo citado, a ulceração gástrica foi induzida em
equinos alternando períodos de 24 horas de privação
alimentar e acesso ad libitum ao feno, totalizando 96
horas de privação alimentar(16). Entretanto, em nosso
estudo, não foram observados sinais clínicos compatíveis
com o desenvolvimento de úlceras gástricas, mas o exame
gastroscópico seria a técnica mais indicada para esse
diagnóstico. E os animais foram submetidos a um menor
período de restrição alimentar (48 horas).
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Conclusão
Os resultados obtidos no presente estudo sugerem

que a restrição alimentar por 48 horas nos equinos induziu
reação proteica de fase aguda caracterizada pelo aumento
da produção de α2-macroglobulina, ceruloplasmina, α1-
antitripsina, α1-glicoproteína ácida e haptoglobina. Os
achados são devido ao estresse e liberação de cortisol. O
estresse desencadeado pela restrição alimentar
provavelmente tem implicações importantes para a saúde
dos equinos.
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