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ONIDA, P.T. Eletroforetograma de proteinas séricas na avaliagao da
imunidade de leitoes na fase de maternidade. Botucatu, 2013. 55p.
Dissertacédo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

Neste estudo foi avaliado o proteinograma sérico de leitbes neonatos pela
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sddio (SDS-
PAGE) em amostras de soro obtidas ao nascimento, antes da ingestdao do
colostro, e 48 horas apdés o nascimento. Foi também avaliada a eficacia da
imunizagdo passiva, apos a ingestdo do colostro, pela determinacdo da
atividade sérica da enzima gama glutamiltransferase (GGT) no soro desses
animais. Amostras de 1,0mL de sangue foram coletadas por venopungéo da
jugular de 40 leitdes, nestes dois momentos. Houve aumento significativo
(p<0,05) para as concentragdes das proteinas séricas totais apds a ingestdo do
colostro devido o aumento significativo (p<0,05) das concentragbes séricas de
IgG de cadeia pesada e leve nos leitdes apds a ingestdo do colostro. As
concentragbes séricas da enzima GGT apresentaram diminuigéo significativa
(p<0,05) apés a ingestédo do colostro. Foi observada a presenca da fracao
ceruloplasmina no tracado eletroforétrico, antes e ap6s a ingestdo do colostro.
Além disso, uma proteina de 23kDa, n&o-identificada nominalmente, foi
observada no tracado eletroforético dos leitdes e apresentou aumento

significativo (p<0,05) apés a ingestédo do colostro.

Palavras-chave: Eletroforese; Suinos; Proteinas séricas; Imunidade
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ONIDA, P.T. Electrophoretogram of serum proteins in the evaluation of the
immunity of piglets. Botucatu, 2013. 55p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista.

ABSTRACT

This study evaluated the serum protein concentrations of newborn piglets by
means of sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) in serum samples obtained at birth before colostrum intake, and 48
hours after ingestion of colostrum. The efficacy of passive immunization after
ingestion of colostrum was also evaluated by the determination of gamma
glutamyltransferase serum activities (GGT) of these animals. Samples of 1.0
mL of blood were collected by jugular venipuncture of 40 piglets in these two
different moments. A significant increase (p<0.05) of total serum protein
concentrations after ingestion of colostrum was found. There was also a
significant increase (p<0.05) in serum concentrations of IgG (heavy and light
chains) after ingestion of colostrum. Serum activities of GGT were significantly
decreased (p<0.05) after ingestion of colostrum. The presence of ceruloplasmin
was observed in all animals before and after colostrum intake. A 23kDa protein,
was observed in all piglets and increased significantly (p<0.05) after colostrum

intake.

Key words: Electrophoresis; Piglets; Serum proteins; Immunity.
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1 INTRODUCAO

A suinocultura brasileira vem apresentando um grande crescimento em
sua producéo e exportacao. A partir da abertura comercial no inicio dos anos
90 e com a desvalorizagdo cambial em 1999, o Brasil conseguiu aumentar sua
producdo e ampliar suas exportacbes no mercado internacional, passando a
configurar a partir de 2006, como quarto maior produtor e exportador de carne
suina mundial (FIALHO, 2006). Considerando a importancia da producéo de
carne suina inspecionada para atender aos padrdées internacionais de
seguranca alimentar e o desejo dos consumidores em adquirir um alimento
mais saudavel, torna-se relevante estudar o crescimento da producéo, e
também indicadores de evolucdo da técnica da atividade, como os efeitos da
dimensdo do rebanho, do peso médio da carcaca e da taxa de desfrute
(CUNHA et al., 2009).

A partir da constatacdo de que os neonatos apresentam deficiéncias na
imunidade passiva e, consequentemente, maiores indices de mortalidade e um
menor desempenho produtivo, houve um grande estimulo no desenvolvimento

de pesquisas relacionadas ao tema (FEITOSA, 2001).

O metabolismo e a quantidade de proteinas presentes no soro de
animais neonatos podem sofrer influéncia de diversos fatores, entre os quais se
devem destacar a ingestdo do colostro e a idade. Ao nascimento,
principalmente potros, bezerros e leitdes, exibem baixas concentracbes de
proteinas e apo6s receberem o colostro, apresentam um aumento no total das
proteinas devido a absorgcédo intestinal de macromoléculas, incluidas as
imunoglobulinas (FELDMAN et al., 2000; BUTLER, 1969). Os anticorpos de
origem materna transferidos ao neonato pelo colostro sdo essenciais a sua
sobrevivéncia (EDWARDS et al., 1982).

Atualmente, em termos de pesquisa, a técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) vem sendo utilizada apesar de ndo estar ainda
totalmente validada para as diferentes espécies de animais domésticos. Com
esta técnica, as proteinas n&o sdo mais agrupadas em regides globulares
familiares, mas numa série de bandas definidas pela sua massa molecular
relativa (ECKERSALL, 2008).
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Dentre os testes utilizados para verificar a transferéncia de imunidade
passiva, a eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de
sédio (SDS-PAGE) apresenta vantagens por permitir a identificacdo e a
quantificacdo de imunoglobulinas do tipo G (IgG), considerada a mais
importante na imunizag&o passiva, o que permite orientar o manejo de animais
hipogamaglobulinémicos (FAGLIARI et al., 2006). E, se ndo houver assisténcia
imunolégica materna adequada provida pelas imunoglobulinas e outros fatores
presentes no colostro, os neonatos tém grande chance de sucumbir a
infeccbes que seriam indcuas a animais adultos (REECE, 2007). Assim, a
compreensao da dindmica da imunidade passiva em leitdes &€ de extrema

importancia para a prevengao de doengas.

Desta forma, este estudo teve por objetivo avaliar o proteinograma
sérico de leitdes neonatos, antes de ingerir o colostro em até seis horas apés o
nascimento e 48 horas ap6s seu nascimento, a fim de avaliar a utilidade da
eletroforese como ferramenta para deteccdo da eficacia da transferéncia da

imunidade passiva.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O tipo de placenta em fémeas suinas nao permite a transferéncia de
anticorpos para os fetos durante a gestacdo (DALLANORA e MACHADO,
2010). Além de diferirem na quantidade de superficie uterina a qual estdo
aderidas, as placentas também diferem no niumero de camadas de células que
separam o sangue materno do fetal. Em éguas, porcas, ovelhas e vacas, o
cérion fetal superpbe-se ao epitélio uterino materno (placentacao epitéliocorial),
ao passo que, em gatas e cadelas, o cérion se superpde ao endotélio dos
vasos maternos (placentagdo endotéliocorial). Em roedores e na maioria dos
primatas, o cérion invade a mucosa uterina e rompe os capilares maternos, de
maneira a ficar embebido no sangue materno (placentagcdo hemocorial)
(EDWARD, 2008).

As imunoglobulinas sao produzidas pelo bago, noédulos linfaticos e
medula 6ssea a partir do estimulo desencadeado pelo antigeno presente na
corrente sanguinea ou no tecido (ECKERSALL, 2008). No entanto, as
imunoglobulinas estdo em altas concentragcbes no colostro, e pelo seu
consumo, o neonato recebe imunidade passiva contra patégenos adquiridos
pela mae. Porém, os neonatos geralmente apresentam um periodo limitado
(em até 36 horas) no qual as imunoglobulinas podem ser absorvidas pelo
intestino. Portanto, a ingestdo do colostro durante este periodo € importante
para assegurar a presenca de imunoglobulinas no recém-nascido (DAVIDSON
e STABENFELDT, 2008).

Nas granjas de alta prolificidade, torna-se necessaria a intervengéo para
garantir a ingestdo adequada de colostro por todos os leitbes até as primeiras
seis horas ap6s o parto, pois as concentragbes de imunoglobulinas,
especialmente as do tipo IgG diminuem drasticamente apds este periodo e a
capacidade de absorgao pelo intestino do animal também vai sendo reduzida,
em funcdo da diminuicdo gradativa da permeabilidade da mucosa intestinal as
imunoglobulinas que tém peso molecular relativamente alto (DALLANORA e
MACHADO, 2010).

O metabolismo e a quantidade de proteinas no soro de animais

neonatos pode sofrer influéncia de diversos fatores, entre os quais se devem
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destacar a ingestdo do colostro e a idade. Ao nascimento, principalmente
potros e bezerros, apresentam pequenas concentracdes de proteinas e apos
receberem o colostro, ocorre um aumento nestas concentracdes devido a
absorgcédo intestinal de macromoléculas, incluidas as imunoglobulinas
(FELDMAN et al., 2000).

2.1. Proteinas

As proteinas sdo compostos indispensaveis a vida e compdéem a base
de estruturas de células, 6rgdos e tecidos. Agem como catalisadores em
reagcdes bioquimicas, tampéo acido-base, como nutrientes, manutencdo da
pressdo osmotica e até como hormdnios na regulacéo enddcrina. Devido ao
seu significado biolégico e multiplas fungdes exercidas no organismo, a
avaliacdo dos niveis séricos de proteinas totais e sua fragbes obtidas por
eletroforese, representa um importante auxilio ao diagnéstico clinico. No
plasma, as principais fun¢des estdo relacionadas com a participacdo na
coagulagdo sanguinea, na defesa do organismo contra patdégenos
(imunoglobulinas), no transporte de metabdlitos (albumina, transferrina),
regulagdo do metabolismo, entre outras (ECKERSALL, 2008).

As imunoglobulinas agem como anticorpos e s&o produzidas em
resposta a antigenos. Os patdégenos invasores, um trauma ou um fator
estressor ativam a imunidade inata representada por cilios, mucosa e pele, que
juntos formam a primeira linha de defesa do organismo. Esta resposta inata se
inicia com as ac¢des de macréfagos promovendo a liberagcao das citocinas pro-
inflamatorias, principalmente IL-1, IL-6 e fator de necrose tumoral alfa, que
agem como mediadores no sangue e, no figado induzem a produgéo de
proteinas de fase aguda (PFAs) que serdo liberadas na corrente sanguinea
(HEEGARD et al., 2011; ECKERSALL, 2008).

Reacdes inflamatorias, infecciosas ou qualquer outro tipo de dano
tecidual podem desencadear a liberacdo de citocinas proé-inflamatérias (van
MIERT, 1995). Essas citocinas, juntamente com 6xido nitrico e glicocorticoides
podem desencadear e modular a resposta de fase aguda sistémica proveniente
da producéo, pelo figado, de PFAs (GRUYS et al., 1994). As concentracdes

das PFAs na circulagdo estdo relacionadas a severidade do disturbio e a
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extensdo do dano tecidual nos animais afetados. A quantificagdo de suas
concentragbes séricas pode fornecer informagdes diagnosticas e progndésticas
se as amostras forem colhidas nos momentos adequados (MURATA et al.,
2004).

As PFAs séo classificadas como sendo positivas ou negativas. As PFAs
positivas sdo proteinas que apresentam aumento em sua concentragdo sérica
apo6s algum evento infeccioso, inflamatério ou traumatico. As principais PFAs
positivas sdo: proteina-C reativa (CRP), haptoglobina (Hp), ceruloplasmina
(Cp), amiléide A sérico (SAA), alfa-1 glicoproteina acida (AGP) e a PigMAP. As
PFAs negativas sdo proteinas que apresentam diminuicdo em sua
concentragdo sérica mediante eventos infecciosos, inflamatérios ou
traumaticos, como a albumina e a transferrina (MURATA et al., 2004;
ECKERSALL, 2008).

A classificagdo da resposta das PFAs é dividida em maior, moderada e
menor. A CRP e SAA séo classificadas como resposta principal. A AGP, Cp e
Hp s&o classificadas como resposta moderada (CERON e MARTINEZ-
SUBIELA., 2004; ECKERSALL, 2008).

As inflamagdes e as respostas das PFAs s&o comuns em todas as
espécies, mas apresentam sensibilidade variavel de acordo com as diferentes
enfermidades nas diferentes espécies animais (ECKERSALL, 2008; CRAY,
2012). Em suinos, as PFAs foram utilizadas para avaliar altera¢des causadas
pelo circovirus, doenga de Aujeszkey, micoplasma e nos virus responsaveis
por sindromes respiratérias (CRAY, 2012).

As principais fragfes proteicas do soro em suinos séo:

Albumina: é sintetizada no citoplasma de hepatoécitos, € uma proteina
que auxilia o transporte de substancias que sdo moderadamente soluveis em
meio aquoso e também evita a perda pelo rim de importantes moléculas
pequenas. E uma proteina de fase aguda negativa e sua concentragdo diminui
gradualmente durante doencgas infecciosas e inflamatérias (ECKERSALL,
2008)

Transferrina (Tf): considerada uma PFA negativa, sua concentragcéo

diminui em resposta a inflamagdo (TOHJO et al., 1995). Esta relacionada a
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imunidade inata por se ligar aos ions ferro (LAW, 2002). Em suinos pode
apresentar alteragdo em sua concentragdo, como observado na salmonelose
aguda experimental (KRAMER et al., 1985).

Alfa-1 glicoproteina acida (AGP): é uma sialoglicoproteina sintetizada e
secretada principalmente pelo hepatocitos, mas também ha relatos de
producao extra-hepatica. A AGP contribui na manutengcdo da homeostasia por
reduzir os danos teciduais associados com processos inflamatérios. Suas
principais fun¢des sdo: agir como proteinas de ligacdo e imunomodulacéo.
Assim como a albumina, é uma importante proteina de ligacéo e transporte de
substancias endbégenas e exdégenas (FOURNIER et al., 2000). Em leitdes
neonatos sadios, a AGP apresenta altas concentragcdes (mais que 40 vezes os
valores de referéncia para adultos). No entanto, tais concentragdes declinam
rapidamente apds o nascimento (ITOH et al., 1993). Esta proteina & importante
em bovinos e tem sido utilizada para monitorar processos inflamatérios
(ECKERSALL et al.,, 2001). Em suinos esta proteina tem sua concentragcéo
aumentada em animais com doencgas infecciosas tais como, meningite e
pneumonia (ITOH et al., 1993).

Ceruloplasmina (Cp): € uma glicoproteina do soro (ENDO et al., 1982;
MACKIEWICZ et al., 1987). E sintetizada primariamente no figado, mas
também pode ser produzida em locais extra-hepaticos (PAN et al., 1996).
Hellman e Gitlin (2002) demonstraram que a Cp é uma ferroxidase, e esta
observagéo, em conjunto com estudos realizados por Cartwright et al. (1968)
que comprovou a deficiéncia de cobre em suinos, possibilitou sugerir um papel
para a Cp na homeostase de ferro. A Cp é um reagente de fase aguda, e
aumenta a sua concentracdo no soro durante a inflamacao, infec¢do, trauma e
em grande parte como resultado do aumento da transcricdo de genes em
hepatocitos mediadas pelas citocinas inflamatérias (GITLIN, 1988).

Embora o figado seja a fonte predominante de Cp sérica, Cp extra-
hepatica também é sintetizada em muitos tecidos, incluindo pulmé&o, baco,
testiculos e cérebro (ALDRED et al., 1987; FLEMING e GITLIN, 1990; KLOMP
et al., 1996; YANG et al., 1996). O epitélio das vias respiratérias é a principal
fonte de Cp no pulmé&o (YANG et al.,, 1996). A concentragdo desta proteina

aumenta ao longo da gestacgéo, e estudos indicam que este aumento ocorre
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devido a sintese endbgena, sem qualquer transferéncia significativa de Cp
materna pela placenta (GITLIN e BIASUCCI, 1969).

Proteina C reativa (CRP): tem um papel importante na prote¢cao contra
infeccdo, na resolucdo de dano tecidual, prevencdo e regulacdo da resposta
inflamatoéria (MOLD et al., 2002). Estruturalmente, € um pentamero ciclico que
se liga com uma variedade de bactérias patogénicas ou antigenos
intracelulares de células danificadas (Du CLOS e MOLD, 2001). A CRP tem um
peso molecular de aproximadamente 115 kDa (PEPYS e BALTZ, 1983). Em
suinos, CRP tem sido considerada um bom marcador para identificacdo de
lesdes inflamatérias (ECKERSALL et al, 1996). Pode ser também utilizada
como parametro no monitoramento do estado geral de saude em suinos,
inclusive para avaliacdo de estresse do rebanho e como biomarcadores de
bem-estar animal (BURGER et al., 1998).

Haptoglobina (Hp): é uma alfa-globulina que se liga a hemoglobina livre
(WAGENER et al., 2001). A Hp tem diversos efeitos imunomoduladores (EI-
GHMATI et al., 1996), pois apresenta efeito inibitério sobre a quimiotaxia,
fagocitose e possui atividade antibacteriana (ROSSBACHER et al., 1999). Em
suinos, a Hp tem sido utilizada para monitorar a ocorréncia e desenvolvimento
de condic¢bes inflamatérias natural ou experimental por tratamento com injecéo
de terebintina (PETERSEN et al., 2001). O peso molecular da Hp suina é de
aproximadamente 120.000 daltons (HEEGARD et al., 1998). A sua funcéo
primaria é evitar a perda de ferro por meio da formagdo de complexos muito
estaveis com a hemoglobina livie no sangue. E considerada uma PFA
diagnosticamente util na maioria das espécies de mamiferos domésticos. Em
leitdes recém-nascidos, a sua concentracdo sanguinea € baixa (PETERSEN et
al., 2004).

Amildide A sérico (SAA): € uma apolipoproteina de fase aguda. Esta
proteina esta envolvida no recrutamento quimiotaxico de células inflamatérias
para o local da infeccdo (XU et al., 1995). Um aumento da concentragcéo sérica

de SAA foi observado em porcos ap6s procedimentos cirurgicos (JACOBSON
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et al., 2001) e em infecgdo experimental com Actinobacillus pleuropneumoniae
(HEEGARD et al., 1998).

Pig major acute phase protein (PigMap): tem se mostrado como uma
importante proteina de fase aguda positiva em suinos e tem sido determinada
em uma variedade de modelos experimentais e em diferentes situagdes
fisiolégicas e patoldégicas. A concentracdo de pig-MAP foi estudada na
inflamag&o aguda induzida por terebintina e no trauma cirurgico (ALAVA et al.,
1997).

2.2. Gama Glutamiltransferase

A gama glutamiltransferase (GGT) é uma enzima utilizada para o auxilio
no diagnostico de doengas do figado dos animais € encontrada principalmente
nas células com altas taxas de secre¢cdo ou absorcdo, e esta presente no
figado, rim, pancreas e intestino. A GGT é considerada um marcador sérico
principalmente para doengas do sistema hepatobiliar associado com colestase
(BRAUN et al.,, 1983). Animais recém-nascidos de algumas espécies
apresentam concentragcbes elevadas de GGT sérica apdés a ingestdo do
colostro. Em bezerros, a relagéo direta entre GGT sérica e as concentragbes
de imunoglobulina, permite afirmar que esta enzima estd diretamente
relacionada ao sucesso da transferéncia de imunidade passiva (PARISH et al.,
1997; PERINO et al., 1993). Fagliari et al. (1996) verificaram a existéncia de
correlagdo positiva entre os valores de gamaglobulina e a atividade de GGT,
com variagbes acentuadas entre as concentragbes séricas no momento do
nascimento e aqueles verificados 24 a 30 horas apés o nascimento em

bezerros.

As avaliagbes dos teores de proteinas totais e suas fragbes propiciam
subsidios para a adequada interpretagdo do estado de hidratagdo, bem como
de inflamacao, infecgdo, doenga imunomediada e alteragao da sintese protéica.
O estudo da cinética das proteinas de fase aguda e das imunoglobulinas pode
ser util para a compreensao da fisiopatogenia dos mais variados processos
inflamataérios/infecciosos, contribuindo para o diagnoéstico precoce e controle
das enfermidades, avaliagdo da resposta vacinal, bem como para definicdo do
prognéstico (CRAY e TATUM, 1998).
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A eletroforese é uma técnica na qual os diferentes tipos de proteinas sao
separados, possibilitando a determinacado de suas fragbes relativas em uma
amostra de material biolégico. A separacdo das proteinas séricas por
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE) se baseia na polimerizacdo de acrilamida, para formar o gel que age
como uma “peneira molecular” que retarda a migracdo de proteinas
dependendo do seu tamanho. As proteinas irdo se concentrar numa nitida
banda antes de entrar no gel, e uma vez neste gel, serdo separadas por meio

de um equilibrio de massa e carga de cada proteina (GORDON, 1995).

A literatura consultada apresenta alguns estudos de determinacdo das
concentragdes das PFAs em espécies como bovinos, caninos, felinos e suinos,
ap6s agressao tecidual, seja infecciosa, traumatica, neoplasica. No entanto,
sdo escassas as publicagdes correlacionando o fracionamento eletroforético,

imunidade passiva e determinacdo das PFAs em leitdes recém-nascidos.

O objetivo deste estudo € avaliar o proteinograma sérico com 0 emprego
da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de
sédio (SDS-PAGE) em amostras de soro de leitdes na fase de maternidade, ou
seja, ao nascimento, antes da ingestdo do colostro, e 48 horas apds o
nascimento e determinagcdo da atividade da GGT no soro destes mesmos

leitdes, como ferramenta para monitorar a transferéncia passiva de imunidade.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1. ANIMAIS

Os leitdes foram originados de porcas que tiveram seu parto induzido 24
horas antes do previsto mediante aplicacdo de Veteglan Luteolitico (D (+)
cloprostenol) (Laboratério Hertape Calier®) de acordo com o manejo da granja,
na dosagem de 0,5mL via subcutdnea na mucosa vaginal. Assim que as
matrizes iniciavam o parto, aplicava-se Decomoton® (carbetocina) na dosagem

de 0,5mL via subcutanea na mucosa vaginal.
3.2. AMOSTRAS

Foram coletadas amostras de 1,0mL de sangue em tubos de plastico
siliconizados (Vacutainer, Bencton Dickinson®, Franklin Lakes, USA), sem
anticoagulante pela venopuncédo da jugular de 40 leitdes, provenientes de cinco
porcas, em dois momentos distintos: até seis horas ap6s o nascimento, ou
seja, antes da ingestdo do colostro, e 48 horas apdés o nascimento. Estes
animais eram da linhagem Penarlan, de origem francesa, oriundos de uma

granja no municipio de Aguas da Prata/SP.

As amostras foram centrifugadas por 15 minutos apds a coleta do
sangue para a obtencdo do soro que foi fracionado em duas aliquotas,

armazenados em frascos do tipo eppendorf e mantidos a —20°C.

3.3. ELETROFORETOGRAMA DE PROTEINAS SERICAS

Para a determinacdo das concentragdes das proteinas pelo método do
SDS-PAGE, dosou-se primeiramente as concentragbes das proteinas totais
pelo método do biureto (GORNALL et al., 1949) utilizando-se kit bioquimico
comercial (Labtest Diagndstica®) e leitura em espectrofotdbmetro automatico
(Cobas Mira - Roche®). Essas analises foram realizadas no Laboratério Clinico
do Departamento de Clinica Veterinaria da FMVZ — Unesp, campus de

Jaboticabal.
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Os eletroforetogramas das proteinas foram obtidos em matrizes de geis
de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sbédio (SDS-PAGE). O
fracionamento eletroforético foi realizado segundo técnica descrita por
LAEMMLI (1970) modificada e por WEBER e OSBORN (1969). A
polimerizagdo do gel ocorreu pela adicdo de 15uL de tetrametiletiienodiamina
(TEMED) e 0,3uL de persulfato de amoénia (10%). A placa contendo o gel foi
colocada em suporte apropriado em contato com uma cuba superior contendo
solugdo tampéo (pH 8,5), composta de 36,3g de tris-base, 112,5g de glicina,
10g de SDS e agua destilada estéril suficiente para completar um litro de
solucdo. As placas foram preenchidas com o gel de separacdo a 10% e gel de
empilhamento a 4%. Para o fracionamento das proteinas, as amostras foram
preparadas utilizando-se 10uL de soro sanguineo diluidos em 30uL de tampao-
fosfato (PBS) e 20uL de gel mix e aquecidas sobre agua em ebulicdo por 10
minutos. Uma aliquota de 5uL das amostras foi depositada no fosso do gel.

A placa foi colocada em suporte apropriado, e submetida a corrente
elétrica a 20 mA, em fonte adequada. Terminada a separagéo, o gel foi corado
durante duas horas em solugdo de Azul de Comassie 0,2%, no agitador
horizontal, para uma coloragao uniforme e, em seguida, foi retirado o excesso
de corante com solugéo descorante, até que as fragdes se apresentassem
nitidas. Os pesos moleculares e as concentragdes das fracdes proteicas foram
determinados por densitometria computadorizada (SHIMADZU CS-9301, Kyoto
- Japéo) por intermédio do escaneamento das amostras. Para a identificagcéo
das proteinas foram utilizados marcadores (SIGMA MARKER TM, wide range,
6,5 a 200 KD) de pesos moleculares de 200, 116, 97, 66, 55, 45, 36, 29 e 20
KD. Para a avaliagcdo densitométrica das bandas proteicas foram
confeccionadas curvas de referéncia a partir da leitura do marcador padréo.
Essas analises foram realizadas no Laboratério de Pesquisa do Departamento

de Clinica e Cirurgia Veterinaria da FCAV — Unesp, campus de Jaboticabal.

3.4. DETERMINAGAO DA GAMA GLUTAMILTRANSFERASE

A atividade sérica da enzima gama glutamiltransferase foi determinada

por método cinético colorimétrico com auxilio de kit bioquimico comercial
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(Katal®) e leitura em espectrofotdbmetro automatizado (Cobas Mira-Roche®).
Essas analises foram realizadas no Laboratério Clinico do Departamento de

Clinica Veterinaria da FMVZ — Unesp, campus de Botucatu.

3.5. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os dados dos eletroforetogramas de proteinas em gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) e das atividades de gama
glutamiltransferase, antes da ingestdo do colostro e 48 horas apdés o
nascimento, foram analisados pelo ANOVA e aqueles com diferenca
significativa foram submetidos ao Teste de Tukey com 5% de significancia
(p<0,05) (Statview® 5.0).



24

4 RESULTADOS

Os resultados dos proteinogramas séricos de leitdes da linhagem
Penarlan, obtidos pela técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), avaliados até seis horas apos
0 nascimento, ou seja, antes da ingestdo do colostro, e quarenta e oito horas
ap6s o nascimento estdo apresentados na Tabela 1. Os tragados
eletroforéticos apresentaram quatro fragbes proteicas nos leitdes antes da

ingestao do colostro e seis fragbes proteicas apds a ingestdo do colostro.

Foram observadas diferengas significativas (p<0,05) entre os momentos
avaliados para as concentragdes séricas de proteina total, IgG cadeia leve e
pesada e de uma proteina ndo identificada nominalmente, de peso molecular
23kDa. Nao foram encontradas diferencas significativas (p>0,05) para as
concentragdes de ceruloplasmina, transferrina e albumina entre os momentos

avaliados.

A Tabela 2 apresenta os resultados da atividade sérica da enzima gama
glutamiltransferase (GGT) antes e apds a ingestdo do colostro pelos leitdes.

Houve diferenca significativa (p<0,05) entre os dois momentos avaliados.



25

Tabela 1 — Proteinograma sérico em leitdes antes da ingestéo do colostro e 48

horas apos o nascimento

Proteinas Peso Média + desvio  Valores Valores
Molecular (kD) padréo minimos Maximos
Proteina sérica M1 2,7 +0,6* 1,8 49
total (g/dL)
M2 6,0+1,1* 3,7 9,6
Ceruloplasmina M1 93 46,0 + 19,3 26,7 130,8
(mg/dL)
M2 428 +21,8 18,3 116,4
Transferrina M1 76 512,7 £ 248,8 79,5 1.319,3
(mg/dL)
M2 467,8 £ 172,2 266,5 1.084,1
Albumina (g/dL) M1 60 1,8+0,3 1,1 2,9
M2 2,0+04 1,3 3,0
IgG cadeia M1 55 00" 0 0
pesada (mg/dL)
M2 2.253,4 +613,0* 1.293,5 3.748,5
IgG cadeia leve M1 22 00" 0 0
(mg/dL)
M2 607,7 + 288,3* 39,4 1.117,5
23 kD** M1 23 95,7 + 27,7* 45,7 160,0
M2 178,0 + 48,9* 118,2 358,6

*diferenca significativa (p<0,0001); **proteina nao identificada nominalmente. M1 — antes
ingestao do colostro; M2 — 48h apds o nascimento.
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Tabela 2 — Atividade sérica da gama glutamiltransferase (GGT) em leitbes,
antes da ingestao do colostro e 48 horas ap6s o nascimento

GGT Média + dp (U/L) Valores minimos  Valores maximos
M1 444 +216* 8,2 89,7
M2 31,0£14,5* 12,3 70,0

M1 — antes ingestao do colostro; M2 — apés o nascimento. * Diferenca significativa

(p = 0,0012)
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5 DISCUSSAO

A literatura é escassa em relacdo a avaliacdo da transferéncia de
imunidade, a concentracdo de imunoglobulinas e a concentracdo de GGT
sérica em leitdes. No entanto, em comparagdo com outras espécies estudadas,
Feitosa et al. (2001) observaram que em bovinos, as concentragdes séricas de
imunoglobulinas tém sido utilizadas com a finalidade de monitorar a imunidade
adquirida pela ingestdo de colostro, uma vez que a falha na transferéncia de
imunidade passiva esta diretamente relacionada com maiores indices de

mortalidade.

As concentragbes médias obtidas para as atividades séricas de GGT
nos leitdes, antes e apds a ingestdo do colostro (Tabela 2), estdo de acordo
com os valores de referéncia (10 a 60U/L) para animais adultos da espécie
suina (KANEKO et al., 1997). De acordo com os resultados da Tabela 2,
diferentemente do esperado, a atividade sérica de GGT dos leitdes foi
significativamente inferior (p<0,05) antes da ingestdo do colostro quando
comparada com as amostras obtidas 48 horas apds o nascimento. Da mesma
forma como observado em caprinos, quando a atividade sérica da GGT foi
maior 24 horas apés a ingestéo do colostro, com diminuigéo significativa na sua

atividade 48 e 72 horas ap6s o fornecimento do colostro (SILVA et al., 2007).

Apesar das variagdes nas concentracdes de GGT apresentarem ampla
variagao interindividual (BRAUN et al., 1983), aparentemente, o colostro das
porcas nao possui elevada atividade desta enzima. Esses resultados sao
diferentes dos obtidos por Thompson e Pauli (1981), que reportaram que a
atividade elevada de GGT no soro sanguineo de bezerros recém-nascidos é
consequente a absorg&o integral das moléculas da enzima presentes no
colostro. Além disso, a determinagao da atividade da GGT sérica mostrou ser
um meio alternativo para a identificagdo indireta de bezerros imunologicamente
deficientes por uma transferéncia passiva de imunoglobulinas inadequada
(FEITOSA et al., 2001).

Bouda et al. (1980) constataram elevada atividade sérica de GGT em
bezerros alimentados com colostro. De acordo com Kaneko et al. (1997) o

colostro de algumas fémeas como as vacas, ovelhas e coelhas, possui elevada
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atividade de GGT, que é prontamente absorvido e langado no plasma dos
recém-nascidos. Segundo Stockham e Scott (2011), o colostro de éguas
contém relativamente pouca atividade da GGT, e a atividade desta enzima nao
aumenta apdés a amamentagcdo em potros neonatos. No entanto, ndo ha
informacgdes disponiveis na literatura, em relacdo a atividade da GGT no

colostro de porcas.

Apesar de nado ter sido observada uma correlagcdo entre as
concentragdes séricas de IgG e GGT nos leitdes avaliados neste estudo, Silva
et al. (2007), notaram correlagdo positiva entre as concentragbes séricas de
proteina total com as concentragbes de globulinas, gamaglobulinas e IgG, bem
como das concentragcdes de GGT com a IgG, em caprinos neonatos as 24 e 48
horas de vida e de proteina total com globulinas, gamaglobulinas, GGT e IgG,

72 horas apds o nascimento.

Por outro lado, o aumento significativo (p<0,05) nas concentracdes
séricas de IgG de cadeia pesada e leve (Tabela 1) demonstram que houve
transmissao de anticorpos maternos para os leitdes, uma vez que o epitélio dos
neonatos €& permeavel a macromoléculas nas primeiras horas de vida
(BIERHALS et al.,, 2010). No entanto, segundo estes mesmos autores, esta
permeabilidade diminui gradativamente, tornando-se nula entre 24 e 36 horas,
ocorrendo o “fechamento intestinal”, aparentemente causado por componentes

do préprio colostro.

Ademais, no presente estudo foi observado aumento significativo
(p<0,05) (Tabela 1) nas concentragcbes de proteinas totais nas amostras
coletadas 48 horas apo6s a ingestdo do colostro, devido ao aumento, também
significativo (p<0,05), nas concentragcbes de imunoglobulinas G de cadeia leve
e pesada. De acordo com Kaneko et al. (1997), ao nascimento, potros e
bezerros apresentam baixas concentragbes de proteinas, mas apos ingestédo
de colostro ha um aumento nessas concentragdes devido a absorcgéo intestinal
de imunoglobulinas. Leal et al. (2003) ao realizarem fracionamento das
proteinas de bezerros por eletroforese em fitas de acetato de celulose,
demostraram que as concentragdes séricas de gamaglobulinas apresentaram

menores concentragbes até oito horas apds o nascimento, aumentando
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gradativamente até o segundo dia de idade, da mesma forma como observado

nos leitdes do presente estudo.

Conforme investigacdes realizadas em caprinos, por Silva et al. (2007), a
técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de
sddio, foi 0 método mais adequado para o fracionamento de proteinas, quando
comparado a outros métodos de eletroforese, pois torna possivel a
identificacdo de fragcbes proteicas mais especificas, inclusive a IgG de cadeia

leve, que corresponde a fragédo especifica dos anticorpos colostrais.

Observou-se a presenca das fragbes transferrina e ceruloplasmina
(Tabela 1) nos tragados eletroforéticos dos leitdes antes e apds a ingestdo do
colostro. A ceruloplasmina € uma proteina de fase aguda transportadora de
ferro sérico (CERON e MARTINEZ-SUBIELA, 2004) e em suinos, a deficiéncia
de cobre esta associada a diminuigdo das concentragdes de ceruloplasmina,
com consequente acumulo de ferro nos tecidos (HELLMAN e GITLIN, 2002).
No presente estudo, esta fracédo proteica ndo apresentou alteracéo significativa
(p>0,05) de suas concentracdes entre os dois momentos avaliados. Em suinos
adultos, a ceruloplasmina apresenta elevagbes nas suas concentragdes, como
observado por Eckersall et al. (1996) ao avaliar em animais que receberam

terebintina e desenvolveram reacédo inflamatéria asséptica.

Uma proteina ndo identificada nominalmente, de 23kDa foi observada
nos tracados eletroforéticos nos dois momentos avaliados. Esta fragédo
apresentou diferencga significativa (p<0,05) entre os animais antes e apés a
ingestdo do colostro. De acordo com a Tabela 1, apos a ingestdo do colostro
pelos leitdes, houve aumento significativo (p<0,05) nas concentragbes desta
proteina. Apesar da auséncia de informagdes sobre a sequéncia génica desta
proteina, Murata et al. (2004) descreveram esta proteina como um monémero
da cadeia alfa de haptoglobina em bovinos. No entanto, mais pesquisas séo
necessarias para avaliar a funcéo desta proteina em leitdes, uma vez que nao
ha dados disponiveis na literatura sobre o exato papel desta fragdo proteica,
apesar de estudos terem demonstrado a presenca desta fragdo proteica em
diferentes espécies (GONDIM et al., 2013; JULIANO et al., 2009).
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Pode-se considerar que a grande vantagem da utilizagdo da técnica
SDS-PAGE em relagcao as demais técnicas de eletroforese, é a possibilidade
de identificagdo de maior numero de proteinas especificas, principalmente a
imunoglobulina G e proteinas de fase aguda, como ceruloplasmina, transferrina
e a proteina nao identificada nominalmente de 23kDa. Além disso, enquanto as
concentragbes séricas de IgG permitem avaliar a imunidade do neonato, as
PFAs auxiliam no diagndstico precoce e no monitoramento de processos
inflamatérios, comuns em recém-nascidos (FAGLIARI et al., 1998; MURATA et
al.,2004; SILVA et al., 2007).
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6 CONCLUSOES

1. Houve aumento significativo (p<0,05) para as concentracdes das
proteinas séricas totais apés a ingestdo do colostro nos leitdes
avaliados. Este aumento ocorreu em fungdo do aumento significativo
(p<0,05) das concentracdes séricas de IgG de cadeia pesada e leve nos

leitdes apds a ingestéo do colostro.

2. As atividades séricas da enzima gama glutamiltransferase apresentaram
diminuigéo significativa (p<0,05) 48 horas apés a ingestédo do colostro,
sugerindo que a GGT ndao demonstrou ser um bom indicador para

avaliar a imunidade passiva nos leitbes.

3. Observou-se a presenca da fragdo ceruloplasmina e transferrina no
tracado eletroforétrico, em todos os leitbes avaliados, antes e apos a

ingestéao do colostro.

4. Uma proteina de 23 kDa, n&o-identificada nominalmente, foi observada
no tragado eletroforético dos leitbes e apresentou aumento significativo

(p<0,05) nos animais que ingeriram o colostro.
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Eletroforetograma de proteinas séricas na avaliacio da imunidade de leitdes na
fase de maternidade
Electrophoretogram of serum proteins in the evaluation of immunity of piglets
Elizabeth Moreira dos Santos Schmidtn*, Paula Tussini Onidal, Camila Peres

Rubio' e José Jurandir Fagliari"

RESUMO

Avaliou-se o proteinograma sérico de leitdes neonatos pela eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) em amostras de soro obtidas
ao nascimento (antes da ingestdo do colostro) e 48 horas apos o nascimento. Foi também
avaliada a eficacia da imunizagdo passiva, apds a ingestdo do colostro, pela determinagdo da
atividade sérica da enzima gama glutamiltransferase (GGT) no soro desses animais. Amostras
de 1,0mL de sangue foram coletadas por venopun¢do da jugular de 40 leitdes, nestes dois
momentos. Houve aumento significativo (p<0,05) para as concentra¢des das proteinas séricas
totais apos a ingestdo do colostro devido o aumento significativo (p<0,05) das concentrac¢des
séricas de IgG de cadeia pesada e leve nos leitdes apds a ingestdo do colostro. As
concentragdes séricas da enzima GGT apresentaram diminui¢do significativa (p<0,05) apos a
ingestdo do colostro. Foi observada a presenca da fracdo ceruloplasmina no tragado
eletroforétrico, antes e apos a ingestdo do colostro. Além disso, uma proteina de 23kDa, ndo-
identificada nominalmente, foi observada no tracado eletroforético dos leitdes e apresentou
aumento significativo (p<0,05) ap6s a ingestdo do colostro.

Palavras-chave: eletroforese; suinos; proteinas séricas; imunidade

! 'Departamento de Clinica Veterinaria - Universidade Estadual Paulista (UNESP) - Faculdade de Medicina
Veterinaria ¢ Zootecnia - Botucatu. Distrito de Rubido Junior, s/n 18618-970 - Botucatu, SP. E-mail:

bethschmidt@fmvz.unesp.br. * Autor para correspondéncia.
"Universidade Estadual Paulista (UNESP) - Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia - Jaboticabal, SP.




10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

SUMMARY

This study evaluated the serum protein concentrations of newborn piglets by means of
sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) in serum samples
obtained at birth before colostrum intake, and 48 hours after birth. The efficacy of passive
immunization after ingestion of colostrum was also evaluated by the determination of gamma
glutamyltransferase serum activities (GGT) of these animals. Samples of 1.0 mL of blood
were collected by jugular venipuncture of 40 piglets in these two different moments. A
significant increase (p<0.05) of total serum protein concentrations after ingestion of colostrum
was found. There was also a significant increase (p<0.05) in serum concentrations of IgG
(heavy and light chains) after ingestion of colostrum. Serum activities of GGT were
significantly decreased (p<0.05) after ingestion of colostrum. The presence of ceruloplasmin
was observed in all animals before and after colostrum intake. A 23kDa protein, was observed
in all piglets and increased significantly (p<0.05) after colostrum intake.

Key words: Electrophoresis; Piglets; Serum proteins; Immunity.

INTRODUCAO

O tipo de placenta em fémeas suinas ndo permite a transferéncia de anticorpos para os
fetos durante a gestacio (DALLANORA & MACHADO, 2010). Além de diferirem na
quantidade de superficie uterina a qual estdo aderidas, as placentas também diferem no
numero de camadas de células que separam o sangue materno do fetal (EDWARD, 2008). O
metabolismo e a quantidade de proteinas presentes no soro de animais neonatos podem sofrer
influéncia de diversos fatores, entre os quais se devem destacar a ingestdo do colostro e a
idade. Ao nascimento, principalmente potros, bezerros e leitdes, exibem baixas concentragdes
de proteinas e apos receberem o colostro, apresentam um aumento no total das proteinas

devido a absorcao intestinal de macromoléculas, incluidas as imunoglobulinas (FELDMAN et
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al.,, 2000; BUTLER, 1969). Os anticorpos de origem materna transferidos ao neonato pelo
colostro sdo essenciais a sua sobrevivéncia (EDWARDS et al., 1982). As imunoglobulinas
estdo presentes em altas concentragdes no colostro, e pelo seu consumo, o recém-nascido
recebe imunidade passiva contra patogenos adquiridos pela mae. Porém, os neonatos
geralmente apresentam um periodo limitado (em até 36 horas) no qual as imunoglobulinas
podem ser absorvidas pelo intestino (DAVIDSON & STABENFELDT, 2008).

Dentre os testes utilizados para verificar a transferéncia de imunidade passiva, a
eletroforese apresenta vantagens por permitir a identificacdo e a quantificacdo de
imunoglobulinas do tipo G (IgG), considerada a mais importante na imunizagdo passiva, o
que permite orientar o manejo de animais hipogamaglobulinémicos (FAGLIARI et al., 2006),
pois se ndo houver assisténcia imunoldgica materna adequada provida pelas imunoglobulinas
e outros fatores presentes no colostro, os neonatos tém grande chance de sucumbir a infecgdes
que seriam inocuas a animais adultos (REECE, 2007). Assim, a compreensao da dindmica da
imunidade passiva em leitdes ¢ de extrema importancia para a prevencdo de doengas. Animais
recém-nascidos de algumas espécies apresentam elevada atividade sérica de gama
glutamiltransferase (GGT) apds a ingestdo do colostro. Em bezerros, a relagdo direta entre
GGT sérica e as concentragdes de imunoglobulinas, permite afirmar que esta enzima esta
diretamente relacionada ao sucesso da transferéncia de imunidade passiva (PARISH et al.,
1997; PERINO et al., 1993).

Desta forma, este estudo teve por objetivo avaliar o proteinograma sérico de leitdes
neonatos, antes de ingerir o colostro (em até seis horas apds o nascimento) e 48 horas apods
seu nascimento, a fim de avaliar a utilidade da eletroforese em gel de poliacrilamida contendo
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) e da atividade sérica da GGT como ferramentas para

deteccdo da eficacia da transferéncia da imunidade passiva.
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MATERIAL E METODOS

Foram coletadas amostras de 1,0mL de sangue em tubos de plastico siliconizados
(Vacutainer, Bencton Dickinson®, Franklin Lakes, USA), sem anticoagulante pela
venopung¢do da jugular de 40 leitdes, provenientes de cinco porcas da linhagem Penarlan, de
origem francesa, oriundos de uma granja no municipio de Aguas da Prata/SP, em dois
momentos distintos: até seis horas apds o nascimento, ou seja, antes da ingestdo do colostro, e
48 horas ap0ds o nascimento.

Para a determinacdo das concentragdes das proteinas pelo método do SDS-PAGE,
dosou-se primeiramente as concentragdes das proteinas totais pelo método do biureto
(GORNALL et al., 1949) utilizando-se kit bioquimico comercial (Labtest Diagnostica®) e
leitura em espectrofotometro automatico (Cobas Mira - Roche®). SDS-PAGE foi realizado
em géis de acrilamida a 10%. O perfil das proteinas séricas totais foi obtido em gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio. O fracionamento eletroforético foi realizado
de acordo com técnica descrita por LAEMMLI (1970), em um sistema de eletroforese
unidimensional em géis de acrilamida com 4 a 10% de gradiente. As amostras de soro (10uL)
foram diluidas em 30uL de tampao-fosfato (PBS) e 20uL de gel mix (10% agua, 2% SDS,
5% 2-mercaptoetanol, 10mM de é&cido etilenodiaminotetracético, 20mM Fosfato-tris de pH
7,4, 5% glicerol e 0,001% azul de bromofenol como corante). A corrente elétrica foi
programada em 35 e 50mA, enquanto as amostras estavam nos géis de separacdo e
empilhamento, respectivamente. Apds o fracionamento, o gel foi corado em solugdo de Azul
de Coomassie Brilhante 0,2% por 10 minutos. Posteriormente o gel foi descorado em uma
solugdo de metanol, dcido acético e agua até o aparecimento das fragcdes proteicas. As
concentragcdes dessas fracdes foram determinadas de acordo com método descrito por
FAGLIARI et al. (1998) utilizando-se videodensitometro (9301PC Shimadzu, Tokyo, Japan).

As proteinas foram identificadas utilizando-se marcadores (Sigma Chemical Co., St. Louis,
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MO, USA) com pesos moleculares de 200,000; 116,000; 97,000; 66,000; 55,000; 45,000;
36,000; 29,000; 24,000 and 20,000 Da. Adicionalmente, proteinas purificadas (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA) albumina, haptoglobina, ceruloplasmina e transferrina
também foram utilizadas.

A atividade sérica da enzima gama glutamiltransferase foi determinada por método
cinético colorimétrico com auxilio de kit bioquimico comercial (Katal®) e leitura em
espectrofotometro automatizado (Cobas Mira-Roche®).

Os dados dos eletroforetogramas (SDS-PAGE) e das atividades de gama
glutamiltransferase, antes da ingestdo do colostro e 48 horas apos o nascimento, foram
analisados pelo ANOVA e aqueles com diferenca significativa foram submetidos ao Teste de

Tukey com 5% de significancia (p<0,05) (Statview® 5.0).

RESULTADOS

Os resultados dos proteinogramas séricos dos leitdes, obtidos pela técnica de SDS-
PAGE, avaliados até seis horas apds o nascimento, ou seja, antes da ingestdo do colostro, e
quarenta e oito horas apds o nascimento estdo apresentados na tabela 1. Os tragados
eletroforéticos apresentaram quatro fragcdes proteicas nos leitdes antes da ingestdo do colostro
e seis fragdes proteicas apds a ingestdo do colostro. Foram observadas diferencas
significativas (p<0,05) entre os momentos avaliados para as concentragdes séricas de proteina
total, IgG cadeia leve e pesada e de uma proteina nio identificada nominalmente, de peso
molecular 23kDa. Nao foram encontradas diferencas significativas (p>0,05) para as
concentragdes de ceruloplasmina, transferrina e albumina entre os momentos avaliados.

A tabela 2 apresenta os resultados da atividade sérica da GGT antes e apds a ingestdo
do colostro pelos leitdes. Houve diferenga significativa (p<0,05) entre os dois momentos

avaliados.
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DISCUSSAO

A literatura ¢ escassa em relagdo a avaliacdo da transferéncia de imunidade, a
concentracdo de imunoglobulinas e a concentragdo de GGT sérica em leitdes. No entanto, em
comparagdo com outras espécies estudadas, FEITOSA et al. (2001) observaram que em
bovinos, as concentracdes sé€ricas de imunoglobulinas tém sido utilizadas com a finalidade de
monitorar a imunidade adquirida pela ingestdo de colostro, uma vez que a falha na
transferéncia de imunidade passiva estd diretamente relacionada com maiores indices de
mortalidade.

As concentragdes médias obtidas para as atividades séricas de GGT nos leitdes,
antes e apos a ingestdo do colostro (Tabela 2), estdo de acordo com os valores de referéncia
(10 a 60U/L) para animais adultos da espécie suina (KANEKO et al., 1997). De acordo com
os resultados da tabela 2, diferentemente do esperado, a atividade sérica de GGT dos leitdes
foi significativamente inferior (p<0,05) antes da ingestdo do colostro quando comparada com
as amostras obtidas 48 horas ap6s o nascimento. Da mesma forma como observado em
caprinos, quando a atividade sérica da GGT foi maior 24 horas ap6s a ingestdo do colostro,
com diminuigdo significativa na sua atividade 48 e 72 horas apds o fornecimento do colostro
(SILVA et al., 2007).

Apesar das variagdes nas concentragdes de GGT apresentarem ampla variacdo
interindividual (BRAUN et al., 1983), aparentemente, o colostro das porcas nido possui
elevada atividade desta enzima. Esses resultados s3o diferentes dos obtidos por THOMPSON
& PAULI (1981), que reportaram que a atividade elevada de GGT no soro sanguineo de
bezerros recém-nascidos € consequente a absorcao integral das moléculas da enzima presentes
no colostro. Além disso, a determinagdo da atividade da GGT sérica mostrou ser um meio
alternativo para a identifica¢do indireta de bezerros imunologicamente deficientes por uma

transferéncia passiva de imunoglobulinas inadequada (FEITOSA et al., 2001).
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BOUDA et al. (1980) constataram elevada atividade sérica de GGT em bezerros
alimentados com colostro. De acordo com KANEKO et al. (1997) o colostro de algumas
fémeas como as vacas, ovelhas e coelhas, possui elevada atividade de GGT, que ¢
prontamente absorvido e langado no plasma dos recém-nascidos. Segundo STOCKHAM &
SCOTT (2011), o colostro de éguas contém relativamente pouca atividade da GGT, e a
atividade desta enzima nido aumenta apds a amamentagdo em potros neonatos. No entanto,
ndo foram encontradas informag¢des na literatura consultada, em relacdo a atividade da GGT
no colostro de porcas.

Apesar de nao ter sido observada uma correlagdo entre as concentragdes séricas de
IgG e da atividade de GGT nos leitdes avaliados neste estudo, SILVA et al. (2007), notaram
correlagdo positiva entre as concentragdes séricas de proteina total com as concentragdes de
globulinas, gamaglobulinas e IgG, bem como da atividade de GGT com a IgG, em caprinos
neonatos as 24 e 48 horas de vida e de proteina total com globulinas, gamaglobulinas, GGT e
IgG, 72 horas apds o nascimento.

Por outro lado, o aumento significativo (p<0,05) nas concentracdes séricas de IgG de
cadeia pesada e leve (Tabela 1) demonstram que houve transmissdo de anticorpos maternos
para os leitdes, uma vez que o epitélio dos neonatos ¢ permedvel a macromoléculas nas
primeiras horas de vida (BIERHALS et al., 2010). No entanto, segundo estes mesmos autores,
esta permeabilidade diminui gradativamente, tornando-se nula entre 24 ¢ 36 horas, ocorrendo
o “fechamento intestinal”, aparentemente causado por componentes do proprio colostro.

Ademais, no presente estudo foi observado aumento significativo (p<0,05) (Tabela 1)
nas concentracdes de proteinas totais nas amostras coletadas 48 horas apos a ingestdo do
colostro, devido ao aumento, também significativo (p<0,05), nas concentracdes de
imunoglobulinas G de cadeia leve e pesada. De acordo com KANEKO et al. (1997), ao

nascimento, potros e bezerros apresentam baixas concentragdes de proteinas, mas apods
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ingestdo de colostro ha um aumento nessas concentragdes devido a absorgdo intestinal de
imunoglobulinas. LEAL et al. (2003) ao realizarem fracionamento das proteinas de bezerros
por eletroforese em fitas de acetato de celulose, demostraram que as concentragdes séricas de
gamaglobulinas apresentaram menores concentracdes até oito horas apos o nascimento,
aumentando gradativamente até o segundo dia de idade, da mesma forma como observado nos
leitdes do presente estudo.

Conforme investigacdes realizadas em caprinos, por SILVA et al. (2007), a técnica de
SDS-PAGE, demonstra ser um método adequado para o fracionamento de proteinas, quando
comparado a outros métodos de eletroforese, pois torna possivel a identificacdo de fragdes
proteicas mais especificas, inclusive a IgG de cadeia leve, que corresponde a fragdo especifica
dos anticorpos colostrais.

Observou-se a presenga das fracdes transferrina e ceruloplasmina (Tabela 1) nos
tracados eletroforéticos dos leitdes antes e apds a ingestdo do colostro. A ceruloplasmina ¢
uma proteina de fase aguda transportadora de ferro sérico (CERON & MARTINEZ-
SUBIELA, 2004) e em suinos, a deficiéncia de cobre estd associada a diminui¢do das
concentragdes de ceruloplasmina, com consequente acumulo de ferro nos tecidos
(HELLMAN & GITLIN, 2002). No presente estudo, esta fragdo proteica ndo apresentou
alteracdo significativa (p>0,05) de suas concentracdes entre os dois momentos avaliados. Em
suinos adultos, a ceruloplasmina apresenta elevagdes nas suas concentracdes, como observado
por ECKERSALL et al. (1996) ao avaliar em animais que receberam terebintina e
desenvolveram reagdo inflamatdria asséptica.

Uma proteina ndo identificada nominalmente, de 23kDa foi observada nos tragados
eletroforéticos nos dois momentos avaliados. Esta fracdo apresentou diferenca significativa
(p<0,05) entre os animais antes e apds a ingestdo do colostro. De acordo com a tabela 1, apos

a ingestdo do colostro pelos leitdes, houve aumento significativo (p<0,05) nas concentracdes
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desta proteina. Apesar da auséncia de informacdes sobre a sequéncia gé€nica desta proteina,
MURATA et al. (2004) descreveram esta proteina como um mondmero da cadeia alfa de
haptoglobina em bovinos. No entanto, mais pesquisas sdo necessdrias para avaliar a fungio
desta proteina em leitdes, uma vez que ndo hd dados disponiveis na literatura sobre o exato
papel desta fracdo proteica.

Pode-se considerar que a grande vantagem da utilizacdo da técnica SDS-PAGE em
relagdo as demais técnicas de eletroforese, ¢ a possibilidade de identificagdo de maior nimero
de proteinas especificas, principalmente a imunoglobulina G e proteinas de fase aguda, como
ceruloplasmina, transferrina e a proteina nao identificada nominalmente de 23kDa. Além
disso, enquanto as concentragdes s€ricas de IgG permitem avaliar a imunidade do neonato, as
PFAs auxiliam no diagndstico precoce € no monitoramento de processos inflamatorios,
comuns em recém-nascidos (FAGLIARI et al., 1998; MURATA et al.,2004; SILVA et al.,

2007).

CONCLUSAO

Houve aumento significativo (p<0,05) para as concentragdes das proteinas séricas
totais apos a ingestdo do colostro nos leitdes avaliados, que ocorreu em fun¢do do aumento
significativo (p<0,05) das concentragdes séricas de IgG de cadeia pesada e leve nos leitdes
apds a ingestdo do colostro. As atividades séricas da GGT apresentaram diminui¢do
significativa (p<0,05) 48 horas apo6s a ingestdo do colostro, sugerindo que a GGT nio
demonstrou ser um bom indicador para avaliar a imunidade passiva nos leitdes.

Observou-se a presenca da fragdo ceruloplasmina e transferrina no tragado
eletroforétrico, em todos os leitdes avaliados, antes e apds a ingestdo do colostro. Uma
proteina de 23 kDa, ndo-identificada nominalmente, foi observada no tracado eletroforético

dos leitdes e apresentou aumento significativo (p<0,05) nos animais que ingeriram o colostro.
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1  Tabela 1 — Proteinograma sérico em leitdes antes da ingestdo do colostro ¢ 48 horas apds o

2  nascimento.

Peso
Protefnas Molecular Média + desvio Valores Valores
padrdo minimos Maximos
(kD)

Proteina sérica M1 2,7+0,6* 1.8 4,9
total (g/dL) M2 6,0+ 1,1* 3,7 9,6
Ceruloplasmina M1 46,0 £19,3 26,7 130,8

(mg/dL) M2 93 42,8 £21,8 18,3 116,4
Transferrina M1 512,7 +£248,8 79,5 1.319,3
(mg/dL) M2 76 467,8 £172,2 266,5 1.084,1
Albumina M1 1,8+0,3 1,1 2,9
(g/dL) M2 60 2,0+ 0,4 1,3 3,0
IgG cadeia M1 0=+0* 0 0
pesada (mg/dL) M2 55 2.253,4+613,0* 1.293,5 3.748,5
IgG cadeialeve M1 0=+0* 0 0
(mg/dL) M2 22 607,7 +288,3* 39,4 1.117,5
M1 95,7 +27,7% 45,7 160,0
23 kD** M2 23 178,0 + 48,9* 118,2 358,6

3 *diferenca significativa (p<0,0001); **proteina ndo identificada nominalmente. M1 — antes ingestdo do colostro;

4 M2 - apds o nascimento.
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Tabela 2 — Atividade sérica da gama glutamiltransferase (GGT) em leitdes, antes da ingestdo

do colostro e 48 horas apds o nascimento

GGT Média + dp (U/L) Valores minimos Valores maximos
M1 444 +21,6 * 8,2 89,7
M2 31,0+ 14,5 * 12,3 70,0

M1 — antes ingestdo do colostro; M2 — apds o nascimento. * Diferenca significativa (p = 0,0012).
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