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LEUCOGRAMA E PROTEINAS DE FASE AGUDA DE RUMINANTES
DOMESTICOS SADIOS E ENFERMOS

RESUMO - Foi avaliada a importancia de proteinas de fase aguda (PFA) como
biomarcadores de enfermidades em ruminantes domésticos. Para tal se
determinou o proteinograma sérico e leucograma de 15 bovinos sadios e 15
doentes, 15 ovinos sadios € 15 doentes, e 15 caprinos sadios e 15 doentes.
Todos foram submetidos a colheitas diarias de sangue durante sete dias,
enquanto permaneciam internados no Hospital Veterinario da FCAV-UNESP,
Campus de Jaboticabal. Em bovinos a haptoglobina teve destagque como
biomarcador precoce e confiavel de foco inflamatério/infeccioso. Em ovinos
ceruloplasmina, haptoglobina, aj-glicoproteina acida mostraram moderada
atividade frente as enfermidades avaliadas. Caprinos acometidos por ectima
contagioso ndo apresentaram boa responsividade das PFAs. No entanto,
ceruloplasmina, haptoglobina, as-glicoproteina é&cida destacaram-se como
biomarcadores de foco inflamatorio/infeccioso em caprinos acometidos por
mastite e artrite secundaria a infeccao pelo virus da artrite encefalite caprina.
Transferrina, embora tenha se mostrado biologicamente como uma PFA
negativa em todos os grupos estudados, apenas apresentou comportamento
estatisticamente diferenciado em bovinos acometidos por mastite. Por fim, o
proteinograma sérico obtido por meio da técnica eletroforética SDS-PAGE,
mostrou-se mais Ut como exame complementar ao diagnostico das
enfermidades avaliadas que o leucograma.

Palavras-chave: bovinos, caprinos, inflamacdo, ovinos e resposta de fase
aguda.
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WHITE BLOOD CELL COUNT AND ACUTE PHASE PROTEINS OF
HEALTHY AND ILL DOMESTIC RUMINANTS

SUMMARY - The importance of acute phase proteins (APP) as biomarkers of
disease was evaluated in domestic ruminants. It was determined the serum
proteinogram and leucocyte count of 15 healthy and 15 clinically ill cattle; 15
healthy and 15 clinically ill sheep and 15 healthy and 15 clinically ill goats. All
animals were submitted to daily blood sampling during 7 days, while kept
interned in the Veterinarian Hospital from FCAV-UNESP, Jaboticabal campus.
In cattle, haptoglobin was a very reliable inflamatory/infeccious early biomarker.
In sheep ceruloplasmin, haptogobin and as-acid glycoprotein showed moderate
activity to the diseases studied. Goats with contagious ectima did not show a
good response in APP serum concentrations. However, ceruloplasmin,
haptoglobin and ai-acid glycoprotein showed to be reliable soon biomarkers in
goats with mastitis and arthritis due to caprine arthritis encephalitis. Alhtough
transferrin biologically behaved as a negative APP in all diseases and species
studied, it only showed a statistically significant behaviour as such in cows with
mastitis. Moreover, the assessment of APP profile through the electrophoretic
SDS-PAGE technique was more useful as a complementary tool to the
establishment of diagnosis than the leucocyte count.

Keywords: acute phase response, cattle, goat, inflammation, sheep.



1. INTRODUCAO

A crescente preocupacao com a rapidez na identificacdo e resolugcao de
problemas sanitarios nos rebanhos aumentou o interesse no estudo de biomarcadores
precoces no cendrio da buiatria mundial. Pesquisas realizadas nas ultimas décadas
mostraram que a quantificacdo de proteinas de fase aguda (PFAs), no plasma ou no
soro sanguineo, pode fornecer informacdo Util no diagnostico, prognéstico e
monitoramento de doencas (ECKERSALL, 2000; GONZALEZ et al. 2007). As
concentracoes destas proteinas se alteram em animais submetidos a cirurgia, estresse
e, principalmente, enfermidades infecciosas ou inflamatérias. Relata-se que estas
proteinas podem ser consideradas indicadores potenciais de doencga inflamatéria ou do
bem-estar em animais, individualmente ou em rebanho (MURATA et al. 2004).

Diferentemente do hemograma, normalmente recomendado como técnica
auxiliar de diagnoéstico de inflamagao e que requer analise imediata da amostra, as
concentracoes de PFAs sdo estaveis e as mensuragdes podem ser realizadas em
amostras previamente congeladas. Além disto, sdo Uteis no diagnostico de doencas
inflamatérias em animais com supressao ou deplecdo da funcdo medular e cujas
andlises leucométricas e hematimétricas se apresentariam primariamente alteradas
(JAIN, 1993).

Segundo SKINNER (2001), pesquisas recentes sugerem que ensaios para a
quantificacdo de PFAs serdo utilizados rotineiramente no futuro, a fim de avaliar a
saude animal, otimizar o desempenho produtivo dos individuos, monitorar a eficacia de
terapias antibidticas, detectar a ocorréncia de doengas e também traria beneficios
consideraveis a seguranca alimentar, por meio da avaliagdo dos animais no pré-abate.

A monitoracdo da resposta inflamatoria pode ser um desafio clinico, pois nem
sempre os sinais de inflamacdo se manifestam de modo evidente. Deste modo, a
utilizacao de técnicas confiaveis e com boa reprodutibilidade revela-se de grande valia
e singular aplicabilidade, especialmente para identificar, diferenciar e quantificar

estados inflamatérios em ruminantes.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Consideracoes gerais

A ocorréncia de doencas nos rebanhos pode implicar em custos elevados aos
produtores, bem como resultar em sérios problemas inerentes ao bem-estar animal,
uma consideracao importante dada a crescente preocupacédo com o conforto animal e a
segurancga alimentar das pessoas. A disponibilizacdo de ferramentas para a vigilancia
da condigao de higidez nos rebanhos pode ser Util em um programa de sanidade, o que
leva a necessidade de obtengédo de novos indicadores de saude e doenga (GANHEIM
et al. 2007).

Estudos em animais domésticos tém levado a identificacao de varias proteinas
denominadas proteinas de fase aguda (PFAs), descritas originalmente apenas em
humanos e em animais de laboratério. Ressalte-se a significante variacdo entre
espécies com relacdo a resposta de diferentes proteinas (ECKERSALL & CONNER,
1988; ECKERSALL, 2004). A sintese protéica € estabelecida geneticamente, o que
explica esta variabilidade entre espécies e individuos, a qual é refletida no perfil
eletroforético das proteinas séricas em situacéo fisioloégica (KANEKO et al. 1997).

As PFAs sao assim chamadas, porque sua concentracdo plasmatica é alterada
rapidamente em processos inflamatorios, traumas cirurgicos e estresse (JAIN, 1993;
MURATA et al. 2004; MURATA, 2007). Em ruminantes, concentragdes aumentadas de
PFAs, como o fibrinogénio plasmatico e a haptoglobina, podem ser indicadores mais
sensiveis de um processo inflamatério agudo que mudangas na contagem leucocitaria
(TAYLOR, 2010). Estas proteinas foram consideradas indicadores potenciais de doenca
ou bem-estar em animais individualmente, ou do rebanho e podem ser uma ferramenta
importante em matadouros com foco na garantia da seguranga alimentar (HIRVONEN
et al. 1997; SKINNER, 2001; MURATA et al. 2004; PETERSEN et al. 2004).

No estabelecimento da resposta imune inespecifica, estdo as reacbes da
resposta de fase aguda (RFA), englobando mecanismos fisiopatolégicos, como pirexia,



leucocitose — com leucopenia inicial no caso dos ruminantes — alteragcdes hormonais,
deplecao de microelementos séricos e proteinas musculares, interagindo entre si com o
objetivo de minimizar a lesao tecidual. Esta cadeia de eventos é iniciada com a ativagao
de macrofagos presentes no tecido lesionado, ou de monacitos e linfocitos sanguineos,
que liberam uma série de mediadores quimicos, entre eles as citocinas, as quais atuam
sobre fibroblastos e células endoteliais circunvizinhas a lesdo intensificando o estimulo
a liberacdo de citocinas. Estas induzem a RFA, que atua local ou sistemicamente.
Quando trata-se de resposta local, as citocinas mediam a migracdao de neutréfilos e
células mononucleares até o sitio de inflamacao. Sistemicamente, elas atuam sobre o
sistema imune, a medula Ossea, o cérebro e o figado, provocando alteracdes
fisiopatologicas, como as citadas acima e alteracdo da expressao hepética das PFAs
(GONZALEZ et al. 2007).

A concentracdo circulante destas proteinas esta relacionada a gravidade da
disfungdo organica e, portanto, sua quantificacao propicia, prontamente, um meio de
avaliar a presenca e a extensao do processo inflamatério, em contraposicao a dosagem
de citocinas, que permanecem na circulacdo por curto periodo de tempo e cuja
mensuragao € onerosa (ECKERSALL, 2000; O'MAHONY et al. 2006).

O estimulo para a producao hepética de PFAs € desencadeado pela liberagao de
citocinas, como interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral a
(FNT-a), a partir de macrofagos e mondécitos no local da lesdo inflamatéria (MOSHAGE,
1997). Na inflamacgao, o figado, preferencialmente, produz PFAs em detrimento de
outras proteinas, como albumina e transferrina. Em consequéncia, ocorre reducdo da
relagéo albumina:globulina (COLE et al. 1997). Vale salientar que doencas inflamatérias
subclinicas também podem induzir aumento das concentragées de PFAs (GRONLUND
et al. 2005). No entanto, fatores como idade, sexo e tipo racial ndo influenciam as
concentragoes séricas de PFAs em borregos e em ovelhas nos periodos de pré-parto e
da lactacao (MATQOS, 2005).

Embora as PFAs sejam produzidas principalmente no figado, estudos relatam a

possibilidade de producdo extra-hepéatica destas proteinas, como nos vasos



sanguineos, adipécitos, tecido mamario, neutréfilos ativados e macrofagos alveolares
(FRIEDRICHS et al. 1995; FOURNIER et al. 1999; YANG et al. 2000; THEILGAARD-
MONCH et al. 2005; ECKERSALL et al. 2006).

Proteinas cujas concentragdes séricas diminuem em resposta a inflamacao sao
denominadas proteinas de fase aguda negativas e incluem albumina e transferrina. Ja
as proteinas cujas concentragées aumentam sob o mesmo estimulo inflamatério
conhecidas como proteinas de fase aguda positivas, como proteina C-reativa, as-
glicoproteina  acida, aj-antitripsina, ay-antiquimotripsina, amildéide A sérica,
ceruloplasmina, haptoglobina, as-macroglobina, fibrinogénio e componentes do
complemento. As concentragcdes destas proteinas geralmente sédo baixas, ou nao
detectaveis, em animais saudaveis. Portanto, elevagdes nas concentragdes séricas ou
plasméaticas de PFAs s&o utilizadas como auxiliares no diagnostico e monitoracdo de
doencas inflamatérias. Os tipos de proteinas de fase aguda especificas cujos teores se
elevam e o periodo de tempo em que permanecem elevados variam entre as espécies
e de acordo com a enfermidade inflamatéria. As concentracbes de algumas destas
proteinas de fase aguda, como a proteina C-reativa, diminuem rapidamente assim que
a inflamacao regride, enquanto outras, como o fibrinogénio, demoram dias a semanas
para retomar aos valores basais (THOMAS, 2010).

Segundo SKINNER (2001), pesquisas recentes sugerem que num futuro proximo
ensaios para mensuragdo de PFAs serdo usados rotineiramente para avaliar a saude
animal, otimizar o desempenho produtivo dos individuos, monitorar a eficacia de
terapias antimicrobianas e diagnosticar doengas clinicamente inaparentes, como
mastite subclinica em vacas leiteiras. Ainda segundo este autor, a mensuragéao de PFAs
também traria beneficios consideraveis a seguranca alimentar, por meio da avaliagao
dos animais no pré-abate.

Os mamiferos possuem potentes mecanismos reguladores da homeostase em
constante acédo, enquanto a resposta de fase aguda pode estar mais intimamente
relacionada a doenca inflamatéria, sua progressdo e a convalescéncia (ECKERSALL,
2004). Contrastando com analises hematolégicas, que sado regularmente recomendadas



como técnicas auxiliares de diagnéstico para deteccado da inflamacao, as PFAs sao
estaveis e as mensuracbes podem ser realizadas em amostras previamente

congeladas.
2.2 Proteinas de fase aguda relevantes em ruminantes

2.2.1 Haptoglobina

A haptoglobina foi descrita pela primeira vez em 1939 por Polonovski e Jayle,
que lhe deram este nome devido a sua afinidade pela hemoglobina (FAGOONEE et al.
2005). E uma glicoproteina tetramérica pertencente & fracdo o-globulina, com vida
média de dois a quatro dias. Tem importancia na manutengdo da homeostase do ferro,
bem como em doencas influenciadas pelo metabolismo férrico ligando-se a
hemoglobina livre no plasma, impedindo a excregédo renal deste mineral e prevenindo
os efeitos oxidativos de sua permanéncia no vaso sanguineo (MURATA et al. 2004;
COORAY et al. 2007). EATON et al. (1982) atribuiram a esta PFA a fungao
bacteriostatica por sua capacidade de ligar-se a hemoglobina livre, indisponibilizando-a
como fonte de ferro para o microrganismo agressor.

Os hepatdcitos sdo responsaveis pela sintese de haptoglobina, tendo também
sido descrito expressdes de haptoglobina mRNA na glandula mamaria e em leucdcitos
de animais saudaveis (COORAY et al. 2007). Ademais, foi demonstrado em animais
portadores de mastite clinica e subclinica que as concentracdes desta proteina elevam-
se drasticamente, tanto no plasma sanguineo como no leite (ECKERSALL et al. 2001;
GRONLUND et al. 2005). Embora esteja presente principalmente no plasma, também
pode ser observada em outros fluidos como leite, urina e saliva (HISS et al. 2004).

Segundo CONNER et al. (1988), a haptoglobina € a PFA mais estudada em
bovinos. Para ECKERSALL (2000), isto também é conseqiéncia do desenvolvimento
de métodos de analise mais econdmicos e simples, uma vez que sdo baseados em sua
capacidade de interacdo com a hemoglobina e ndo requerem anticorpos especificos
para cada espécie.



Em bovinos, a mensuracao de PFAs, especialmente haptoglobina e amiléide A
sérica, podem diferenciar melhor as inflamagdes agudas das crbnicas, quando
comparadas a testes hematolégicos (HORADAGODA et al. 1999). Em concordéancia,
SKINNER & ROBERTS (1994), num estudo com ovelhas, confirmaram que a
haptoglobina foi um melhor indicador de infec¢do bacteriana que o hemograma.

Em ruminantes as provas hematolédgicas usadas para o diagndstico de condicoes
inflamatérias, como contagem de leucécitos, oferecem informacédo limitada ja que
muitos processos inflamatérios ndo produzem aumento na contagem de leucdcitos e
com frequéncia se observa, inicialmente, leucopenia devido a migracao de neutrofilos
para a “area foco” da lesdo (COLE et al. 1997). A haptoglobina tem alta sensibilidade
para a deteccao de problemas inflamatérios ou infecciosos nos ruminantes. Em animais
saudaveis sua concentragdo sérica € muito baixa ou indetectavel (ECKERSALL et al.
2001), enquanto que em varios estados patolégicos hd aumentos consideraveis
chegando a 100 vezes mais que o seu valor fisiologico (CONNER et al. 1988). Ademais,
o aumento desta PFA é rapido, 24-48 horas apds o dano tissular (COLE et al. 1997)
podendo detectar animais infectados antes da apresentacao de sinais clinicos, ou seja,
em estado subclinico (GONZALEZ et al. 2007).

Elevacbes consistentes desta proteina tém sido observadas em associacdo a
abscessos, pneumonia e afeccdes do trato respiratorio, endocardite, peritonite, reticulite
e pericardite traumaticas, mastite, metrite e enterite (ECKERSALL et al. 2001;
REGASSA et al. 2002; PEDERSEN et al. 2003; GRONLUND et al. 2005; SVENSSON
et al. 2006; GANHEIM et al. 2007; COSTA et. al. 2007). SKINNER et al. (1991)
estudando enfermidades de ocorréncia natural em bovinos relataram que desordens
metabodlicas, como hipocalcemia e cetose, ndo provocaram aumento significativo de
haptoglobina, embora possa ser uma ferramenta util quando a desordem metabdlica
esta associada a infeccdes intercorrentes. Seus niveis séricos podem estar aumentados
em vacas sadias por ocasidao do parto ou acometidas por lipidose hepatica, bem como
em bezerros apds o estresse do transporte, possivelmente como resultado da resposta
ao cortisol ou aos glicocorticéides (THOMAS, 2010).



Para COLE et al. (1997), infeccdes virais e parasitarias ndo causam aumentos
apreciaveis nos niveis de haptoglobina, discordando de HEEGAARD et al. (2000) que
observou aumentos consistentes desta PFA em animais experimentalmente infectados

com o virus respiratorio sincicial bovino.

2.2.2 Fibrinogénio

O fibrinogénio é uma glicoproteina, sintetizada e armazenada no figado,
constituindo cerca de 5,0% do total de proteinas plasmaticas e esta primariamente
ligado a hemostasia, participando na formacdo de fibrina, sendo de fundamental
importancia para o processo de coagulagao e reparacao tissular (JAIN, 1993; KANEKO
et al. 1997; THOMAS, 2010). Esta proteina plasmatica € soluvel, porém sob agédo da
trombina converte-se em um polimero insolGvel resultando em um codagulo de fibrina. E
a proteina mais empregada para avaliagdo da reagao de fase aguda em ruminantes,
devido a facilidade de mensuragéo e rapidez na obtencao dos resultados. Ainda nesta
espécie, é indicador especialmente Gtil de inflamacdo, pois 0s ruminantes possuem
maior capacidade de produzi-lo em resposta a enfermidade, comparativamente as
outras espécies, podendo ser indicador mais sensivel de inflamacao que a leucometria
(COLE et al. 1997).

Uma outra funcado dessa proteina dentro do processo de resposta inflamatoria
em humanos foi citada por RUBEL et al. (2001), que seria a de aumentar a capacidade
de fagocitose apds a ativacdo dos neutréfilos, além de delongar a apoptose destas
células, prolongando sua capacidade funcional. No entanto, deve-se levar sempre em
conta a relagcdo proteina plasmatica:fibrinogénio (PP:F), que é usada para distinguir
hiperfibrinogenemia causada por doencga ou associada a desidratacdo. Isso porque a
hemoconcentracdo produz um aumento relativo de todos os componentes das
proteinas plasmaticas, incluindo o fibrinogénio (McSHERRY et al. 1970; JAIN, 1993).
De forma geral, relacdo PP:F menor que 15:1 indica aumento relativo do fibrinogénio
comparado com as proteinas plasmaticas. A relacdo PP:F abaixo de 10:1 indica
aumento absoluto de fibrinogénio (JAIN, 1993).



A concentragao plasmatica do fibrinogénio tende a se manter elevada durante o
processo patolégico pelo tempo que ele permaneca ativo e até que a demanda nao
exceda a capacidade de producao hepatica. No entanto, sua concentragao geralmente
retorna aos niveis fisiolégicos dentro de alguns dias, apds o fim da destrui¢do tissular
ativa, deixando uma continua elevacao nas y-globulinas, caracterizando o processo
cronico (COLE et al. 1997).

As maiores e mais consistentes elevagcdes na concentragao dessa PFA tém sido
observadas em animais com peritonite, pericardite, endotoxemia, septicemia, afeccoes
podais, abscessos hepatico, pneumonia, faléncia renal aguda e neoplasias (COLE et al.
1997; BORGES et al. 2006), porém sua concentracao plasmatica também pode estar
aumentada em resposta ao estresse (JAIN, 1993). A mensuragdo do fibrinogénio
também foi considerada parametro confiavel para diferenciar reticuloperitonite
traumatica de outras desordens gastrointestinais em bovinos (HIRVONEN & PYORALA,
1998).

2.2.3 Amildide A sérica

A amiléide A sérica € uma importante PFA em humanos e animais de laboratério,
porém, seu uso como marcador de lesdo tissular em medicina veterindria, tem sido
limitado pelas dificuldades na sua purificacao e quantificacdo que ocorrem por tratar-se
de uma complexa apolipoproteina localizada numa fracdo lipoprotéica de alta
densidade, além do alto valor dos kits comerciais utilizados para sua mensuracao
(HORADAGODA et al. 1999).

Durante a reposta de fase aguda, as concentracdes circulantes de amiléide A
sérica podem aumentar em até 1000 vezes. Em estagios mais tardios do processo
inflamatorio, a expressdo desta proteina € efetivamente reduzida através do aumento
na producao de antagonistas para citocinas como o receptor antagonista para IL-1 e de
receptores soluveis de citocinas, resultando no envio de menos sinais pelas citocinas
pré-inflamatérias (JENSEN & WHITEHEAD, 1998).



Em trabalhos com humanos, KISILEVSKY et al. (1996) postulou que o principal
papel desta proteina na inflamacdo aguda é aumentar a remogédo de colesterol dos
sitios de destruicao tissular, enquanto que GONNERMAN et al. (1996) propuseram que
0 seu aumento durante a resposta de fase aguda faria com que lipoproteinas de alta
densidade transportassem fosfolipideos e colesterol a células envolvidas no reparo
tecidual nos sitios de inflamagdo (VAN LENTEN et al. 2006).

Para HORADAGODA et al. (1999) e ECKERSALL (2000), a amil6ide A sérica é
uma valiosa PFA capaz de identificar a ocorréncia de focos inflamatérios em bovinos.
Um aumento nas concentragdes séricas dessa proteina no leite pode ser observado em
vacas e ovelhas com mastite (WINTER et al. 2006), assim como no soro de vacas em
trabalho de parto ou em bovinos submetidos a estresse fisico, sugerindo que a resposta
de fase aguda também é ativada por condigcdes ndo necessariamente relacionadas a
inflamacao (ALSEMGEEST et al. 1995). SACO et al. (2008), estudando a atuagao de
haptoglobina e amildide A sérica como indicadores de estresse em vacas, concluiram

que esta ultima é melhor marcador de estresse que a primeira.

2.2.4 a4- glicoproteina acida

A ai-glicoproteina acida é uma sialoglicoproteina com peso molecular de 41 a 43
kDa sintetizada e secretada principalmente por hepatécitos. No entanto, producao
extrahepatica dessa proteina tem sido confirmada em células mamarias, macréfagos
alveolares, células endoteliais e diferentes tecidos bovinos (FOURNIER et al. 1999;
SORENSSON et al. 1999; LECCHI et al. 2008).

A ai—glicoproteina acida combina fungdes de ligagédo e transporte de pequenas
moléculas hidrofébicas com propriedades imunomoduladoras. Estas propriedades
incluem a modulagao de leucécitos, bem como a expresséo de varias citocinas durante
o processo inflamatoério (RINALDI et al. 2008). Com algumas excec¢des, a maioria das
funcdes desta PFA converge para a protecao contra danos de tecidos e células durante
o processo inflamatério (HOCHEPIED et al. 2003). Esta fungéo protetora é confirmada

pela capacidade da ai—glicoproteina acida de reduzir a apoptose de hepatdcitos de
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ratos € mondcitos bovinos, aumentando sua vida util (CECILIANI et al. 2007). Embora
de forma geral a ai-glicoproteina acida, seja considerada uma PFA positiva
clinicamente importante na espécie bovina para a monitorizacdo de processos
inflamatérios em curso, ECKERSALL et al. (2007) sugeriram, de acordo com o
observado num estudo com ovinos acometidos por linfadenite caseosa
experimentalmente produzida, que esta proteina pode agir como biomarcador de
condigdes crénicas nesta espécie.

2.2.5 Ceruloplasmina

Ceruloplasmina € uma ferroxidase, sintetizada pelo figado, com meia-vida
plasmatica de cerca de quatro dias. Transporta aproximadamente 90,0% do cobre
plasmético para o figado e outros tecidos, sendo cada molécula de ceruloplasmina
capaz de ligar-se a seis a oito atomos de cobre (JAIN, 1993). Em decorréncia desta
intima relagdo com o cobre, € possivel observar um aumento fisiologico nas
concentracoes séricas de ceruloplasmina em cordeiros que recebem suplementacao
contendo este mineral (SENTHILKUMAR et al. 2009). Esta proteina protege, ainda, os
tecidos de danos causados por radicais livres mediados pelo ferro e esta envolvida em
vérias atividades anti-oxidantes e citoprotetoras (JAIN, 1993). Também pode agir como
agente anti-inflamatério reduzindo a adesao neutrofilica ao endotélio e agindo como um
destruidor da peroxidase (SEGELMARK et al. 1997).

A aplicacdo dessa PFA como biomarcador diagnéstico permanece menos
comum que a de outras proteinas de fase aguda, no entanto, tem sido demonstrado ser
um bom indicador de infecgdo em bovinos (SEGELMARK et al. 1997).

2.3 Separacao e mensuracao das fracoes protéicas

Segundo KANEKO et al. (1997), o fracionamento eletroforético representa uma
das mais confiaveis técnicas de identificacao de proteinas sanguineas, que podem ser
classificadas em albumina, a-globulina, B-globulina e y-globulina. Um aumento das
PFAs também pode ser observado através de eletroforese das proteinas séricas e
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registro de elevacao nas fracoes a e/ou B (THOMAS, 2010). A albumina é a fracao mais
homogénea, soluvel, estavel e € encontrada em maior quantidade no plasma. Possui a
funcao de manter a pressao coldide osmética plasmatica, além de ser responsavel pelo
transporte de varias substancias endégenas e exégenas. E sintetizada no figado e
constitui cerca de 35,0% a 40,0% do total de proteinas séricas (KANEKO et al. 1997).

A fragcao a-globulina possui lipideos, horménios, vitaminas e minerais e nela
estdo contidas as proteinas antitripsina, transtiroxina, transcortina, protrombina,
glicoproteina &cida, lipoproteina, trombina, haptoglobina, ceruloplasmina, macroglobina,
HS-glicoproteina, varias enzimas e fatores de coagulacao. A fracao B-globulina tem
grande importancia no transporte do colesterol, estrogenos e progesterona. Nela estao
contidas a transferrina, hemopexina, lipoproteinas, fragdes do complemento (C3, C4,
C5), além de varias enzimas e fatores de coagulacdo. A fragdo y-globulina é composta
por substadncias imunologicamente ativas e a formagdo de anticorpos depende
exclusivamente da porcentagem desta fracao protéica no soro. A fragao y-globulina é
constituida por imunoglobulinas A, M, E, G e algumas enzimas. Em geral, a IgG
representa 85,0% desta fragdo, sendo responsavel pelas modificacbes da curva de
eletroforese (KANEKO et al. 1997).

As técnicas de eletroforese mais utilizadas em Medicina Veterinaria tém como
matrizes fitas de acetato de celulose ou filmes de agarose. Essas técnicas apresentam
valor limitado, pois permitem o fracionamento de apenas cinco a sete grupos de
proteinas. Por outro lado, a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo
dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), permite identificacdo de até 20 a 30 bandas
protéicas com pesos moleculares que variam entre 24 a 340 KDa. A eletroforese em gel
de poliacrilamida é de facil execugao, baixo custo, necessita de micro-quantidade de
amostra e possibilita a visualizagdo de concentracdes protéicas extremamente baixas.
Por meio desta técnica é possivel a avaliacao de diversas proteinas de fase aguda de
interesse na medicina. O emprego da técnica SDS-PAGE pode ser util na avaliacao da
cinética das proteinas de fase aguda da resposta inflamatéria, facilitando o
estabelecimento do diagnéstico das doencas animais, além do prognéstico de
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intercorréncias no periodo pés-operatério (FAGLIARI & SILVA, 2002; FAGLIARI et al.
2006).

2.4 Leucograma

A avaliacdo do hemograma, em especial do leucograma, em ruminantes pode
ser um importante aliado do exame clinico. Os animais devem estar calmos e
corretamente contidos durante a colheita de amostras sanguineas a fim de se evitar
alteracdes de artefato, especialmente mudancas leucocitarias devido a liberagao
endégena de esterdides ou epinefrina e hemolise em consequéncia de colheitas
traumaticas (JONES & ALLISON, 2007).

Os leucécitos sao divididos em granulécitos, também chamados de
polimorfonucleares, que incluem neutréfilos, eosinéfilos e baséfilos, e células
mononucleares, representadas pelos linfécitos e mondcitos. Cada tipo celular, com
excegao dos linfécitos, € produzido e maturado na medula 6ssea. Os linfécitos séo
unicos, se originando de uma célula pluripotencial da medula 6ssea e sofrendo
maturacdo e proliferacdo em outros tecidos linféides. Os linfécitos sdo também os
unicos leucdcitos que, rotineiramente, recirculam do sangue para os tecidos e vice-
versa. Valores de referéncia foram estabelecidos, mas existem variacbes entre
laboratérios (JAIN, 1993; KANEKO et al. 1997; JONES & ALLISON, 2007; WEISS &
WARDROP, 2010).

A contagem diferencial de leucécitos é mais importante que a contagem total,
pois aumento ou diminuigdo de tipos celulares pode ocorrer simultaneamente, fazendo
com que a contagem total permaneca inalterada (JONES & ALLISON, 2007).

Alguns estudos reportam que bovinos neonatos apresentam contagem total de
leucécitos mais elevada que os limites de referéncia para adultos, embora outras
pesquisas com neonatos nesta espécie mostram contagens médias dentro dos
parametros de referéncia para adultos (KNOWLES et al. 2000; MOHRI et al. 2007).
Bezerros apresentam uma proporgao neutrdéfilo:linfécito (N:L) maior que 1,0 ao

nascimento, com rapido decréscimo na contagem de neutrofilos e um acréscimo mais
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sutil da contagem de linfécitos, resultando numa proporcao N:L similar a observada em
adultos por volta de uma semana de vida (JAIN, 1993; JONES & ALLISON, 2007). Esta
rapida mudanga do quadro leucocitario pode estar relacionada ao estresse do
nascimento e a liberagcéo de cortisol, uma vez que nao é visto em bezerros nascidos via
cesariana (JAIN, 1993). Um decréscimo gradual no numero de linfécitos ocorre com o
avancar da idade do bezerro (MOHRI et al. 2007). As porcentagens de eosindfilos sdo
relativamente baixas ao nascimento, elevando-se as trés semanas de idade e
alcancando valores tipicos de animais adultos aos dois anos de idade (EGLI & BLUM,
1998).

Mudancas no perfil leucocitario de cordeiros parecem ser similares ao observado
em bezerros, com rapido declinio do numero de neutréfilos e aumento no niumero de
linfécitos, causando inversdo da proporcdo N:L maior que 1,0 observada ao
nascimento. Caprinos neonatos também apresentam um aumento na contagem total de
leucdcitos do nascimento aos trés meses de idade, que refletem tanto aumento no
nuamero de linfécitos como uma elevacdo mais sutili do numero de neutrdfilos,
apresentando um pico com um més de idade. A relacdo N:L, que é maior que 1,0 ao
nascimento, chega a alcangar 0,3 aos trés meses de idade, porém retorna para cerca
de 1,0 em adultos. Alguns estudos mostram um aumento gradual na contagem de
eosindfilos em cabritos para caprinos adultos (SMITH & SHERMAN, 2009; WEISS &
WARDROP, 2010).

SOUZA et al. (2008) e AYRES et al. (2009) nao observaram influéncia do tipo
racial na contagem total de leucdcitos entre caprinos das racas Saanen, Anglo-nubiana
e Parda Alpina. No entanto, outras pesquisas revelaram variabilidade no quadro
leucocitario total de bovinos e caprinos em relacado ao tipo racial (DARAMOLA et al.
2005; SILVA et al. 2008).

E possivel observar em ruminantes um quadro de leucocitose fisiolégica, na qual
ocorre aumento transitério de leucdcitos, causado pela liberacao de epinefrina frente a
um estimulo estressante, de excitacdo ou medo como o parto, transporte e manejo

agressivo dos animais, dentre outros. Nestes casos, os neutréfilos sdo maduros e essas
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mudancas sao observaveis por curtos periodos de tempo, cerca de trinta minutos apoés
o estimulo (JAIN, 1993). Varios trabalhos de pesquisa descrevem as alteracdes
leucocitarias durante o parto em ruminantes (GILBERT et al. 1993; FAGLIARI et al.
1998; CHALHOUB et al. 2000; SAUT & BIRGEL JUNIOR, 2006). No caso da espécie
ovina, estas mudangas observadas no leucograma de estresse pré-parto somente
retornam aos niveis basais fisiolégicos por volta do décimo quarto dia poés-parto
(ANOSA & OGBOGU, 1979).

2.5 Enfermidades abordadas no estudo
2.5.1 Mastite estafilocécica

A mastite, que pode ser clinica ou inaparente, é a inflamagao da glandula
mamaria, que pode ser causada por organismos contagiosos - 0s quais colonizam a
glandula mamaria e podem se alastrar por intermédio de maquinas de ordenha e
ordenhadores — e patdégenos ambientais, que normalmente nao infectam a glandula
mamaria, mas podem fazé-lo quando o ambiente em que o animal vive ou a maquina
de ordenha estiverem contaminados com tais organismos e estes tiverem acesso a
cisterna da teta (REBHUN, 2000). Na maioria das vezes a enfermidade é causada por
bactérias e quando ndo tratada se constitui em sério problema para rebanhos leiteiros
com perdas econdmicas consideraveis, especialmente devido a reducao na producgéo e
no rendimento do leite, gastos com tratamento, descarte do leite, redugdo da
longevidade dos animais e honorérios veterinarios. Embora varias bactérias sejam
capazes de causar mastite, Staphylococcus aureus é o mais importante agente
etiolégico da infecgdo mamaria em vacas, cabras e ovelhas (CONTRERAS et al., 2001;
AIRES DE SOUSA et al., 2007; RADOSTITIS et al., 2007).

Mork et al. (2010) verificaram que S. aureus esta frequentemente presente nas
membranas mucosas das narinas e da vagina de cabras leiteiras e que a presenca
deste patégeno em outros locais do corpo, além da glandula mamaria, pode contribuir
para a disseminacao da bactéria no rebanho e, portanto, tal fato deve ser considerado
quando se estabelecem medidas de controle. Em diversos paises, a importancia do S.
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aureus sob o ponto de vista de saude publica tem sido evidenciada por levantamentos
epidemiolégicos relacionando-o a ocorréncia de toxinfec¢des alimentares. Pesquisas no
Brasil indicam o microorganismo como um dos principais contaminantes de leite cru
(ALVES et al., 2006).

Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positiva e anaerodbia facultativa. A
elevada persisténcia das mastites por S. aureus esta relacionada com a capacidade de
producdao de exopolissacarideos que formam uma barreira protetora, a qual limita a
eficacia tanto da resposta imunolégica quanto dos medicamentos (CONTRERAS et al.
2001).

2.5.2 Fotossensibilizacao e eczema facial

A fotossensibilizacdo causa perdas substanciais na cadeia produtiva de animais
de producdo em varios paises, inclusive o Brasil, onde Brachiaria decumbens é uma
das principais plantas forrageiras fornecidas aos animais (FAGLIARI et al. 2007).

Por fotossensibilizacao entendem-se as manifestacbes de sensibilidade
exagerada dos animais aos raios solares. Ha dois tipos de fotossensibilizacdo causadas
pela ingestao de plantas: primaria e secundaria ou hepatéogena (PURISCO & LEMOS,
2008). Segundo Schild (2006), ha ainda, um terceiro tipo de fotossensibilizagdo, que
ocorre em consequéncia da sintese anormal de pigmentos enddgenos, sendo
geralmente de origem hereditaria.

Na fotossensibilizacdo primaria, cujo agente fotodindmico é exdgeno, a planta
possui um pigmento que, quando absorvido pela mucosa intestinal, atravessa a barreira
hepatica, cai na circulacdo geral indo também a pele onde causa sensibilidade
exagerada aos raios solares. Sendo assim, a substancia fotodindmica € ingerida pré-
formada, ndo necessitando de processamento organico para provocar a doenga. Na
fotossensibilizacdo secundaria, ou hepatdégena, a planta possui uma substancia
hepatotoxica, que provoca disturbios no figado, caracterizados principalmente por
bilestase. A filoeritrina, um pigmento fluorescente formado a partir da clorofila, em
condigcdes normais é eliminada pelo figado saudavel, por meio da bile. Em casos de



16

fotossensibilizacdo hepatdégena, devido a lesdo hepatica a filoeritrina ndo é
metabolizada e passa a circulagdo sanguinea alcangando a pele, onde entdo causa
sensibilidade exagerada aos raios solares (PUGH, 2005; PURISCO & LEMOS, 2008).

As lesGes da fotossensibilizagdo ocorrem mais frequentemente em areas glabras
e em areas nao pigmentadas, ou de pele branca. Palpebras, focinho, faixas coronarias
e outras areas brancas estdo envolvidas com maior frequéncia. Por esta razao, em
pequenos ruminantes a enfermidade € comumente chamada de eczema facial (SMITH,
2006).

2.5.3 Onfaloflebite

Onfalite é a inflamacao das estruturas umbilicais que podem envolver artérias
umbilicais (onfaloarterite), a veia umbilical (onfaloflebite), Uraco ou tecidos
imediatamente circunjacentes ao umbigo. Abcessos umbilicais ou a infeccao de
qualquer dos trés componentes do umbigo podem produzir infec¢ao local ou podem ser
fonte de septicemia. A fonte de infeccdo € mais comumente o ambiente externo,
associado a incapacidade de transferéncia passiva (RIET-CORREA, 2006).

Em casos de onfaloflebite o umbigo pode apresentar-se aumentado de volume e
drenando material purulento ou seco e com aumento de volume local. Ha casos ainda,
em que o aspecto externo € completamente normal, entretanto o animal apresenta-se
febril e apatico. Nestes casos a area umbilical deve ser investigada cuidadosamente, ja
que em neonatos esta é a principal porta de entrada para patégenos. Sintomas
concomitantes de infeccdo sistémica como infeccdo articular, pneumonia, diarréia,

meningite ou uveite podem ser observados (SMITH, 2006).

2.5.4 Ectima contagioso

O ectima contagioso, também conhecido como dermatite pustular viral
contagiosa, dermatite pustular contagiosa ou dermatite pustular cutanea, é enfermidade
comum de caprinos e ovinos, transmissivel ao humano e de distribuicdo mundial. O

agente é um poxvirus, familia Poxviridae, subgrupo parapoxvirus. A apresentacao mais
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comum acomete animais jovens com lesbes proliferativas crostosas nas juncoes
mucocutaneas da boca e focinho, podendo também ocorrer nas gengivas. Animais mais
idosos imunologicamente comprometidos podem ser afetados e as lesdes podem
ocorrer na faixa coronaria, regiao interdigital, conjuntiva ocular, genitalia, Ubere ou tetas.
Estes ultimos locais ocorrem especialmente em cabras e ovelhas amamentando filhotes
acometidos (SMITH, 2006).

O poxvirus é cosmopolita e pode permanecer infectante nas crostas presentes
no ambiente ao longo de meses ou anos. A transmissao se faz por contato direto ou
indireto a partir de contaminantes do ambiente, portanto lotacées de animais facilitam a
transmissdo. A porta de entrada sdo as abrasdes, portanto animais que consomem
alimentos grosseiros e forrageiras que causam lesées na mucosa oral sdo mais
acometidos. Sinais clinicos iniciais incluem papulas, vesiculas e pustulas cutaneas.
Rapidamente formam-se crostas amarronzadas a pretas, espessas, mais evidentes nas
comissuras orais, entretanto as lesbes podem espalhar-se. Tipicamente as lesdes se
curam dentro de 14 a 21 dias, porém podem persistir em animais imunodeprimidos. E
comum a instalagdo de infec¢do bacteriana secundaria (PUGH, 2005; BARROS, 2006).

2.5.5 Artrite encefalite caprina

A sindrome artrite encefalite caprina (CAE) é enfermidade multissistémica de
caprinos causada por um retrovirus nao-oncogénico. Ela € amplamente disseminada,
inclusive no Brasil, onde ha propriedades com alto indice de infec¢do, exercendo
grande impacto sobre a produtividade de caprinos leiteiros (PUGH, 2005).

O virus pertence a familia Retroviridae, género lentivirus. Ha duas principais
formas reconhecidas da enfermidade causada pelo virus da CAE. A primeira, de menor
frequéncia, é a leucoencefalomielite de cabritos com 2 a 6 meses de idade, que se
caracteriza por paresia dos membros pélvicos que progride para a paralisia e que pode
ascender aos membros toracicos. A segunda € a polissinovite-artrite de caprinos a partir
de 6 meses de idade, com a maior parte dos casos ocorrendo em adultos (SMITH,
2006).
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A infeccao se instala mediante transferéncia de fluidos que contém macréfagos
infectados oriundos de animais doentes. O modo de transmissdo mais comum € a
ingestdo de colostro ou de leite de cabra infectada pelo cabrito. A presenca de
anticorpos antivirais no colostro nao confere protegéo, portanto o fornecimento de leite
nao-pasteurizado aumenta o risco de infeccao. Ha relatos de transmissao horizontal do
virus. Quando caprinos nao-infectados sao confinados com caprinos infectados por
longo ha soroconversdo de numero significativo de animais. Cabras ndo-infectadas
manifestam soroconversdo rapidamente quando sao ordenhadas com fémeas
infectadas, talvez em funcao da transferéncia do virus durante a ordenha. Transmissao
iatrogénica também é possivel (PUGH, 2005).

Estima-se que a ocorréncia de artrite clinica é inferior a 25% em animais
soropositivos, embora possa ser mais prevalente em alguns rebanhos. As alteracoes
observadas nas articulagées sdo de natureza inflamatéria e degenerativa, consistindo
de aumento de volume no tecido conjuntivo subcutaneo periarticular a tenddes
adjacentes, e hiperemia da bolsa e bainhas tendinosas. Ha aumento do liquido sinovial
e presenca de fibrina e coagulos de sangue. Em casos mais avancados, lesdes
degenerativas estdo presentes, caracterizando-se por diminuicdo do volume do liquido
sinovial, focos de degeneracdo, erosdao e necrose articular. As articulagdes
primariamente afetadas sao as do carpo, podendo ser uni ou bilateral (SMITH, 2006).
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3. OBJETIVOS

Determinar o leucograma e o proteinograma sérico, em especial as proteinas de
fase aguda, de bovinos, caprinos e ovinos sadios e portadores de doenga aguda de
curso recente, com intuito de avaliar a importdncia destas proteinas como

biomarcadores de inflamacéo ou infec¢do nestas espécies.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais e grupos experimentais

Foram utilizados 90 ruminantes domésticos - 45 animais sadios (15 bovinos, 15
ovinos e 15 caprinos) e igual numero de animais portadores de enfermidade com
quadro clinico agudo recente e de ocorréncia natural. O grupo de 15 bovinos doentes
foi constituido por cinco animais com mastite estafilocécica, cinco com
fotossensibilizacdo hepatégena e cinco com onfaloflebite. O grupo de 15 ovinos
doentes constava de cinco animais com mastite estafilocécica, cinco com ectima
contagioso e cinco com eczema facial e o grupo de 15 caprinos doentes foi composto
por cinco animais com mastite estafilocécica, cinco com artrite secundaria a infecgéo
pelo virus da artrite encefalite caprina (CAE) e cinco com ectima contagioso (Figura 1).
O estudo foi aprovado pela comissdo de Etica e Bem-Estar Animal (CEBEA) da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias/UNESP/ Campus de Jaboticabal, sob
numero de protocolo 029033-08.

SADIOS (15)
30 BOVINOS Mastite estafilococica (5)
DOENTES (15) Fotossensibilizacdo hepatégena (5)
Onfaloflebite (5)
SADIOS (15)
30 OVINOS

Mastite estafilocécica (5)

DOENTES (15) Ectima contagioso (5)
Eczema facial (5)

SADIOS (15)

30 CAPRINOS Mastite estafilocécica (5)

DOENTES (15) Artrite devido a CAE (5)
Ectima contagioso (5)

Figura 1. Esquema de distribuigdo dos animais nos grupos experimentais
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A triagem dos animais foi efetuada apds realizacao de exame fisico (DIRKSEN et
al. 1993; PUGH, 2005) e, quando necessario, complementado por exames auxiliares de
diagnostico. Os animais clinicamente sadios pertenciam ao rebanho da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV), UNESP/Campus de Jaboticabal e os grupos
de animais doentes foram constituidos a partir dos pacientes atendidos no Hospital
Veterinario da FCAV. Ao dar entrada ao Hospital Veterinario e definido o diagnéstico os
animais eram tratados. As fémeas com mastite eram submetidas ao tratamento
intramamario com 200 mg de gentamicina, uma vez ao dia, durante trés dias. Os
bovinos com fotossensibilizagdo e os ovinos com eczema facial foram submetidos a
dosagem de enzimas hepaticas, AST e GGT, para confirmagao do diagnéstico e entao
recebiam, por via intravenosa, uma mistura de aminoacidos (Mercepton') e eram
mantidos em ambiente sombreado; os animais com ectima contagioso eram submetidos
a limpeza das lesdes cutaneas e protegidos da luz solar; os bezerros com onfaloflebite
recebiam tratamento local com antimicrobiano e os caprinos com artrite secundaria ao
virus da CAE eram mantidos em repouso, sem tratamento. Uma vez incluido no
experimento, o animal era submetido a exame fisico e colheita de sangue diéria,
durante seis dias, nominalmente identificados como M1, M2, M3, M4, M5 e M6,

respectivamente.

4.2 Colheita de amostras

Amostras de 5 mL de sangue foram colhidas para realizagdo do leucograma e a
determinag&o da concentragdo plasmatica de fibrinogénio, mediante puncao jugular, em
tubos a vacuo contendo anticoagulante &cido etilenodiaminotetracético (Ko-EDTA). Para
obtencdo do soro necessario aos exames de componentes séricos foram obtidas
amostras de 10 mL de sangue em tubos a vacuo, sem anticoagulante; em seguida,
foram centrifugadas e as aliquotas acondicionadas a temperatura de -80°C, para

posterior analise laboratorial.

' BRAVET®
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4.3 Exames laboratoriais
Os exames laboratoriais foram realizados no Laboratério de Apoio a Pesquisa
do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria da FCAV-UNESP-Campus de

Jaboticabal.

4.3.1 Leucograma e concentracao plasmatica de fibrinogénio

A contagem total de leucécitos foi obtida por meio de contador semi automatico?.
A contagem diferencial de leucécitos foi realizada em esfregaco sanguineo usando-se a
coloracdo de Wright-Giemsa, segundo técnica descrita por JAIN (1993). Para a
mensuracdo da concentracdo plasmatica de fibrinogénio também foram seguidas as
recomendacdes de JAIN (1993).

4.3.2 Proteinograma sérico

A determinag@o da proteina sérica total foi realizada pelo método do biureto,
empregando-se kit comercial’. A separacdo das fracbes protéicas foi realizada
utilizando-se eletroforese em gel de acrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE), conforme técnica descrita por LAEMMLI (1970) (ver apéndice). Apds
fracionamento o gel foi submetido a coloracdo, durante 10 minutos, em solug¢ao de azul
de coomassie, constituida por 50,0% metanol, 40,0% de agua, 9,75% de acido acético
glacial e 0,25% de azul de coomassie. Em seguida o gel foi colocado em solucao de
acido acético a 7,0% para retirada do excesso de corante, até que as fragcoes protéicas
se apresentassem nitidas. As concentragdes dessas proteinas foram determinadas em
densitdmetro computadorizado®. Como referéncia foi usada solucdo marcadora® com
pesos moleculares 29.000, 45.000, 66.000, 97.400, 116.000 e 205.000 daltons (Da),
além das proteinas purificadas® transferrina, haptoglobina, ceruloplasmina, a-
antitripsina e 1g9G.

2 pocH-100 iV, Diff
3 Labtest.

* Shimadzu.

> Sigma.
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4.4 Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia, ANOVA. Constatadas
diferengas entre as médias, os valores foram comparados pelo teste de Tukey a 5,0%
de significancia (PETRIE & WATSON, 2009).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para melhor entendimento, os resultados sao apresentados em separado, por

espécie.

5.1 Bovinos

5.1.1 Leucograma

Nas Tabelas 1, 2 e 3 e Figuras 2, 3 e 4 sdo apresentadas as contagens de
leucocitos, neutrofilos segmentados e linfécitos de bovinos sadios e de bovinos
doentes. Em razdo da ampla variagcdo nas contagens de mondcitos, neutrofilos
bastonetes, eosindfilos e basofilos estes valores sdo apresentados, em forma descritiva,
como contagens minimas € maximas.

As alteragdes iniciais no leucograma de ruminantes com inflamagdo aguda
representam, provavelmente, as principais respostas leucocitarias em ruminantes. Nas
primeiras 24-28 horas do processo inflamatério agudo grave ocorre marcante
neutropenia devido ao recrutamento de neutréfilos para o sitio de inflamagéao e
mobilizagcdo mais lenta do compartimento de reserva da medula éssea, em comparagao
com outras espécies (VALLI VEO, 2007). De forma geral, os ruminantes conseguem
recompor este quadro leucopénico inicial em cerca de 3-5 dias (JAIN, 1993), periodo
comumente excedido quando os animais sao encaminhados ao atendimento
veterindrio. A leucopenia transitéria inicial, citada na literatura como consequéncia da
acao adrenocortical na fase aguda da doenga inflamatéria/infecciosa, n&o foi
constatada neste trabalho. Isto é, provavelmente, decorrente do fato de que a maioria
dos animais estudados, apesar de apresentar quadro clinico recente, ja estava enfermo
h& mais de quatro dias.

No grupo de bovinos acometidos por fotossensibilizagdo constatou-se contagens
totais de leucécitos mais elevadas em relagdo ao grupo sadio, durante todo o periodo
experimental, embora tenham apresentado certa estabilidade dentro do grupo, néo
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sendo verificadas variagdes significativas entre os momentos (Tabela 1 e Figura 2).
Apesar do aumento significativo em relacédo aos animais sadios, em nenhum momento
a contagem de leucécitos dos animais com fotossensibilizacdo excedeu o limite de
referéncia estabelecido por KANEKO et al. (1997) e WEISS & WARDROP (2010),
talvez devido ao restabelecimento dos animais apds a retirada do pasto de Brachiaria
decumbens, responsavel pelo desencadeamento da doencga, ocorrendo apenas uma
resposta leucocitaria moderada.

Nos bovinos com mastite verificou-se leucocitose no dia da internagao (M1), com
valor maximo no dia subsequente (M2). A contagem de leucécitos decresceu, atingindo
valor significativamente menor no quarto dia de internagdo (M4), e seguiu diminuindo
até o sexto dia de estudo (M6). Estes resultados corroboram os relatos de JAIN (1993)
e WEISS & WARDROP (2010) que afirmaram que o estresse induzido pela libera¢ao de
substancias adrenocorticais no inicio da doenca infecciosa ou inflamatéria causa
moderada a marcante alteragdo no quadro leucocitario de bovinos, caracterizado por
leucopenia inicial transitéria, com retorno aos valores normais, ou até aumento dos
leucocitos, apds o quarto dia de doenga. As contagens leucocitarias dos animais com
mastite foram superiores, quando comparados aquelas dos animais do grupo sadio, em
122%; 125%; 91%; 62% e 32%, no dia da internagdo (M1) e nos quatro dias
subsequentes (M2), (M3), (M4) e (M5), respectivamente (Tabela 1 e Figura 2).

Nos bovinos com onfaloflebite constatou-se resposta leucocitaria semelhante
aquela apresentada pelos bovinos com mastite, durante todo o periodo experimental,
ilustrando o processo inflamatério em curso (Tabela 1 e Figura 2). Nao foram
encontrados estudos semelhantes na literatura compilada.

Os animais acometidos por fotossensibilizacdo apresentaram contagens de
neutroéfilos segmentados significativamente superiores aos dos animais do grupo sadio,
com valores estaveis nos momentos avaliados. Bovinos com mastite ou onfaloflebite
apresentaram resposta similar ao observado na contagem total de leucécitos para as
respectivas enfermidades. Porém, nas vacas com mastite, no dltimo dia de internacao

(M6), notou-se reducgéao significativa dos valores, situagdo ndo observada nos animais
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com onfaloflebite, os quais apresentaram contagens de neutréfilos segmentados sem
alteracdes significativas durante todo o periodo experimental. Estes resultados se
assemelham ao relatado por BORGES et al. (2006) que, em estudo sobre valores
leucocitarios de bovinos com pododermatite, ndo notaram variagdes marcantes quanto
a contagem de neutrofilos segmentados. Portanto, embora o animal apresente quadro
clinico agudo apés 3 — 5 dias do inicio da injuria tissular, as contagens de neutrofilos
mostram relativa estabilizagdo dos valores, caso o estimulo inflamatério ndo se
mantenha severo (Tabela 2 e Figura 3).

Quanto a contagem de linfécitos, os animais com fotossensibilizacdo, mastite ou
onfaloflebite apresentaram valores semelhantes, com diminuicdo significativa da
contagem de linfocitos em relagcdo aqueles sadios (Tabela 3 e Figura 4). FAGLIARI
(2003) também relatou diminuicdo na contagem de linfécitos de bezerros
experimentalmente infectados com Mannheimia haemolytica ja a partir de 4 horas ap6s
a infecgdo. KIDD (1991) afirmou que em resposta a atividade adrenal, na fase aguda,
ocorre destruicao de linfocitos resultando em linfopenia, condicao também observada
por BORGES et al. (2006), em estudo sobre os valores leucocitarios de bovinos com
pododermatite. No entanto, apesar da contagem de linfécitos dos animais doentes
apresentar-se significativamente diminuida em relacdo aos animais sadios do presente
estudo, para KANEKO et al. (1997) estes valores nao sao ilustrativos de um quadro de
linfopenia em ruminantes.

Nao foram encontrados neutréfilos bastonetes ou basoéfilos nos esfregagos
sanguineos dos bovinos dos animais sadios e doentes. O numero de eosindfilos do
grupo sadio variou de 79 a 684 e do grupo doente de 113 a 618 células/pL; em alguns
animais nao se constatou esse tipo celular. O numero de mondcitos nos animais sadios
variou de 74 a 237 células/uL e de 93 a 346 células/puL naqueles doentes, sendo nulo
em cerca de metade dos animais.
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Tabela 1. Médias e desvios-padrdo das contagens de leucécitos (/uLx10% de bovinos
sadios e de bovinos doentes atendidos no Hospital Veterinario da
FCAV/UNESP/Campus de Jaboticabal, no dia da internacdo (M1) e nos cinco
dias subsequentes (M2 a M6).

Momento

Grupo
M1 M2 M3 M4 M5 M6

Grupo sadio 6,842,217  7,1+1,85™ 7,042,177 6,8+1,90" 7,242,001  6,9+1,86™
Grupo doente
Fotossensibilizacdo ~ 9,2+3,3% 8,442,645  81+213% 7,042,9%%  75+268% 7 2+225%
Mastite 15,144,15°%  16,0+3,37°%  13,4+4,0°®  11,0£326°° 9,5+3,09°®°  83+287°°
Onfaloflebite 13,74¢3,60%  14,7+2,92°®  11,3+3,16°® 924293  82+250%°  7,6+2,47°

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras mintsculas iguais na mesma linha nao diferem entre si
pelo teste Tukey (P>0,05).
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Bovinos com mastite Bovinos com onfaloflebite

Figura 2. Médias das contagens de leucécitos (/uLx10%) de bovinos sadios e de
bovinos com fotossensibilizacdo, mastite ou onfaloflebite, no dia da
internacao (M1) e nos cinco dias subsequentes (M2 a M6).
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Tabela 2. Médias e desvios-padrao das contagens de neutréfilos segmentados (/uLx10° de
bovinos sadios e bovinos doentes atendidos no Hospital Veterinario da
FCAV/UNESP/Campus de Jaboticabal, no dia da internagédo (M1) e nos cinco dias
subsequentes (M2 a M6).

Momento
M1 M2 M3 M4 M5 M6
Grupo sadio 1,840,39™  2,1#0,55™  1,9+0,41"®  22+062™  1,8+0,34"  1,7+0,58"™
Grupo doente
Fotossensibilizagao 3,310,935 3,00,74%  2,741,05%° 2,940,855  32+1,15%% 2,840,925
Mastite 52+1,13%%  55+1,35°  4.8+1,00°%  4,3+0,79°®  4,041,05%°  3,4+0,89%
Onfaloflebite 4,54122°%  4.4+095%  37+0,76°  4,0+1,10°®  3,6+0,95°  3,1+1,05%

Grupo

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras mindsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (P> 0,05).
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Figura 3. Médias das contagens de neutrofilos segmentados (/uLx10% de
bovinos sadios e de bovinos com fotossensibilizagdo, mastite ou
onfaloflebite, no dia da internacdo (M1) e nos cinco dias
subsequentes (M2 a M6).



29

Tabela 3. Médias e desvios-padrao das contagens de linfécitos (/uLx10° de bovinos sadios e
bovinos doentes atendidos no Hospital Veterinario da FCAV/UNESP/Campus de
Jaboticabal, no dia da internagéo (M1) e nos cinco dias subsequentes (M2 a M6).

Grupo Momento
M1 M2 M3 M4 M5 M6
Grupo sadio 4,741,227 414152  49+1,16™  4,3x0,97"° 4,7#1,32"®  4,4+0,88™
Grupo doente
Fotossensibilizagao 1,4+0,36%*  1,7+0,55%°  1,5+0,42%%  18+0,61%  1,9+1,05%  1,8+0,94%
Mastite 1,640,52%%  1,4+0,43% 180,517  2,0+0,72%%  2,240,87°®  1,9+0,75%
Onfaloflebite 1,8+0,48%%  16+0,57%® 2,040,785  1,8+0,59%*  2,0+0,77%*  1,7+0,63%

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras mindsculas iguais na mesma linha néo diferem entre si
pelo teste de Tukey (P> 0,05).
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Figura 4. Médias das contagens de linfécitos (/uLx10° de bovinos sadios e de
bovinos com fotossensibilizacdo, mastite ou onfaloflebite, no dia da
internacao (M1) e nos cinco dias subsequentes (M2 a M6).
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5.1.2 Proteinograma sérico

Na Tabela 4 e Figura 5 sdo apresentadas as concentragcdes séricas de proteina
total de bovinos sadios e bovinos doentes. Os resultados ndo mostraram diferenca
significativa entre os diferentes momentos avaliados ou entre bovinos do grupo doente -
com fotossensibilizagdo, mastite ou onfaloflebite - e bovinos do grupo sadio, embora os
animais com mastite tenham apresentado tendéncia a uma maior concentracdo sérica
de proteina total. De forma geral, os animais acometidos por mastite, apresentaram
resposta singular quanto ao proteinograma quando comparados aqueles com
fotossensibilizacdo ou onfaloflebite. Isto, possivelmente, é decorrente do estimulo
inflamatdrio mais intenso e persistente.

Nas Tabelas 5 a 10 e Figuras 6 a 11 sdo mostradas as concentragdes séricas
das cinco proteinas de interesse verificadas no soro sanguineo de bovinos sadios e de
bovinos doentes, que foram submetidas a analise estatistica devido sua importancia
diagnostica, ou seja, ceruloplasmina, transferrina, haptoglobina, ai-glicoproteina acida e
fibrinogénio. A excecdo da transferrina, uma proteina de fase aguda negativa, isto &,
sua concentragdo sérica diminui frente ao estimulo inflamatério, todas estas proteinas
sédo consideradas proteinas de fase aguda positiva (THOMAS, 2010) e, assim como
afirmam, JAIN (1993), TAYLOR (2010), ECKERSALL (2004) e BORGES et al. (2006),
sdo indicadores confiaveis de doencga inflamatéria aguda ou ativa, podendo ser
indicadores mais sensiveis que o leucograma. Essa assertiva encontra amparo, ainda,
no estudo realizado por GANHEIM et al. (2003), com bovinos experimentalmente
infectados pelo virus da diarréia viral bovina e por Mannheimia haemolytica, no qual os
autores relatam que em varios momentos do estudo os sinais clinicos foram muito sutis
e o0 processo inflamatério/infeccioso seria despercebido caso ndo fosse realizada a
mensuracdo das PFAs, que mostraram-se significativamente elevadas.

Nos bovinos com fotossensibilizacdo notou-se um aumento inicial na
concentracao sérica de ceruloplasmina de 3,5 vezes em relagao aos animais sadios. A

concentracao sérica diminuiu, atingindo valores significativamente menores no terceiro
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dia de internacao (M3) e mantendo estabilidade até o final do estudo (Tabela 5 e Figura
6). Estes resultados corroboram os achados de FAGLIARI et al. (2007), que também
estudaram casos naturais de fotossensibilizagdo em bovinos e constataram aumento da
ordem de 309,1% nas primeiras 24 horas apds o inicio dos sinais clinicos. No presente
estudo constatou-se aumento inicial de 349,0% em relagdo ao grupo controle. Este fato
ilustra o potencial da ceruloplasmina como biomarcador precoce de focos inflamatérios
em bovinos, embora ainda seja pouco estudada como tal em ruminantes. Embora os
animais com fotossensibilizacdo apresentem comprometimento hepatico, o percentual
de aumento dos niveis séricos de ceruloplasmina foi relativamente similar ao observado
por FAGLIARI (2003), em animais com pneumonia experimentalmente induzida com
Mannheimia haemolytica, e por FAGLIARI et al. (2007) em casos naturais de
fotossensibilizagdo.

Vacas com mastite apresentaram as maiores concentracbes séricas de
ceruloplasmina, com aumento inicial de 4,3 vezes em relacdo ao grupo sadio. Esses
valores decresceram nos dias subsequentes, sendo significativamente menores apenas
no ultimo momento experimental. Ainda assim, as médias mantiveram-se elevadas em
relacéo aos animais sadios (Tabela 5 e Figura 6), em concordancia com CONNER et al.
(1986) que descreveram esta proteina como uma PFA positiva em casos de mastite na
espécie bovina.

Nos bovinos com onfaloflebite notou-se menores, porém significativas, elevacoes
nas concentragoes séricas de ceruloplasmina. O aumento inicial foi de 2,6 vezes em
relacdo aos animais sadios e decresceu ao longo do estudo (Tabela 5 e Figura 6). Essa
menor responsividade dos animais com onfaloflebite a mudangas nas concentragbes
séricas de ceruloplasmina — e das outras PFAs avaliadas neste estudo, como sera
observado a seguir — pode ser decorrente de uma reacao inflamatoéria mais localizada,
nao envolvendo mudancas fisiopatologicas sistémicas contundentes como observado
nas outras duas enfermidades estudadas, fotossensibilizacdo e mastite. Entretanto, nao
foram encontrados na literatura consultada estudos que abordassem o assunto em

questéao.
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Quanto as concentracdes séricas de transferrina, observou-se, de forma geral,
diminuigao inicial em todos os animais doentes, com posterior elevagdao ao longo do
periodo de estudo. No entanto, embora os valores séricos desta proteina de fase aguda
negativa tenham sido biologicamente menores em todos os bovinos doentes, eles sé
foram significativamente menores em relagdo ao grupo sadio em animais com mastite,
que a partir do quinto dia de avaliacdo (M5) apresentaram elevacdo das suas
concentragoes séricas, assemelhando-se as concentracdes dos animais sadios (Tabela
6 e Figura 7). Essa diminuig&o inicial nos teores séricos de transferrina a caracterizam
como proteina de fase aguda negativa, conforme citado por JAIN (1993) e SANDHOLM
& KORHONEN (1995). A reducao desta PFA representa um mecanismo de defesa do
animal, considerando que esta proteina sequestra ions férricos, que podem servir como
substrato para diversos microrganismos (MURATA et al. 2004). Acredita-se que essa
fungao bacteriostatica da transferrina esteja relacionada a maior avidez desta pelo ferro
em pH 6,4 a 6,7, facilitando a transferéncia deste microelemento do plasma para o leite
(De JONG et al. 1990). Sabe-se que a glandula mamaria da vaca aumenta a sintese de
lactoferrina, isébmero da transferrina no leite, quando exposta a bactérias, sendo
relatado que alto teor de lactoferrina na glandula maméria de vacas secas contribui
para a resisténcia a invasao de patégenos (SMITH & SCHANBACHER, 1977). Para
TIZARD (2002), a concentracao de transferrina aumenta quando ha diminuicao do teor
sérico de ferro, situacdo que pode ocorrer nas infecgbes causadas por S. aureus, que
necessita deste mineral para sua multiplicagéo.

Nos bovinos acometidos por fotossensibilizagdo foram constatadas
concentracdes séricas de haptoglobina marcadamente superiores aquelas de bovinos
sadios, atingindo um pico no segundo dia de internacdo (M2), o que representou um
aumento de 333,3% em relacao ao grupo sadio (Tabela 7 e Figura 8). Este aumento foi
estatisticamente semelhante ao observado por FAGLIARI et al. (2007), em estudo com
bovinos acometidos por fotossensibilizagao induzida experimentalmente. Estes autores
citaram que a haptoglobina foi a PFA cujo aumento sérico foi o mais relevante em
relagdo a outras PFAs avaliadas, entre elas ceruloplasmina e ay-glicoproteina acida, o
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que ratifica os resultados aqui obtidos. Concluiram, ainda, que ensaios para a
mensuracdo de PFAs, como a haptoglobina, podem ser JUteis tanto para
acompanhamento da resposta do animal quanto para orientar uma possivel mudanca
no protocolo terapéutico, fato este que também foi constatado neste trabalho, no qual
foi possivel notar a resposta positiva dos animais a terapia instituida no hospital
veterinario apds a internacdo. As concentracdes séricas de haptoglobina decresceram
apods o pico, sendo significativamente menores apenas no ultimo dia avaliado (M6),
embora ainda tenham se mantido significativamente elevadas em relagdo aos animais
sadios, reforcando o que cita a literatura quanto a marcante resposta dos bovinos no
gue tange a elevagdes nos niveis desta proteina frente a estimulos inflamatérios sendo,
consequentemente, uma das PFAs mais estudada nesta espécie (SKINNER et al. 1991;
HIRVONEN & PYORALA, 1998).

Os bovinos com mastite apresentaram as maiores concentracées séricas de
haptoglobina, atingindo um pico no terceiro dia de internacao (M3), o que refletiu num
aumento de 5,1 vezes em relacdo ao grupo sadio. As concentragdes séricas
decresceram a partir deste momento, atingindo valores significativamente menores no
quinto dia de internacao (M5), decrescendo até o final do estudo (Tabela 7 e Figura 8).
Em concordancia com este resultado, NIELSEN et al. (2004) também encontraram
concentracoes de haptoglobina aumentadas em vacas com mastite clinica e citaram
esta proteina como uma das principais PFAs na espécie bovina. SUOJALA et al.
(2008), embora tenham realizado infecgdo experimental com bactérias do género E.
coli, observaram um pico dos niveis de haptoglobina entre 60 e 68 horas apos a
inoculagédo, enquanto no presente estudo este pico foi verificado as 72 horas do inicio
do curso clinico da doenca. Ainda segundo estes autores, houve declinio das
concentracoes séricas desta PFA por volta do sexto dia pds-inoculagdo, enquanto que
no estudo em tela decréscimo significativo foi verificado no quinto dia de internagéo.

Aumentos relevantes nos teores de haptoglobina ja foram também registrados
por OHTSUKA et al. (2001), ao estudar a resposta de fase aguda em vacas acometidas
por mastite de ocorréncia natural, e por COLLA et al. (2009) ao estudar o valor
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diagnéstico da haptoglobina em casos de mastite subclinica em vacas leiteiras. Os
autores ressaltaram a correlagdo positiva existente entre a severidade da lesdo e os
niveis séricos de haptoglobina, assim como SINGH & PACHAURI (2002) que
descreveram a correlagédo direta entre o seu teor plasmatico e a extensdo da lesdo no
tecido mamario. Por fim, varios autores ja demonstraram a correlagdo positiva existente
entre a severidade dos sinais clinicos da mastite e as concentracdes séricas de
haptoglobina (SPOONER & MILLER, 1971; CONNER et al. 1986; HEEGAARD et al.
2000).

Nos bovinos com onfaloflebite as concentragdes séricas de haptoglobina
apresentaram-se superiores a dos animais sadios, embora a resposta tenha sido mais
discreta que a dos outros animais doentes, como foi comentado anteriormente. As
concentragdes diminuiram ao longo do periodo de estudo (Tabela 7 e Figura 8).

Nos bovinos com fotossensibilizacdo foram verificadas concentracbes séricas de
a4-glicoproteina acida superiores a dos bovinos sadios. No segundo dia de internacao
(M2) constatou-se um pico nas concentragdes séricas, refletido num aumento de 2,5
vezes em relagdo ao grupo sadio. A partir dai, as concentracdes decresceram (Tabela 8
e Figura 9). FAGLIARI et al. (2007) também encontraram aumentos significativos nas
concentragcdes séricas de ai-glicoproteina acida em bovinos acometidos por
fotossensibilizacdo. Os autores relataram aumentos com cifras de 146,2% em
comparacao a bovinos sadios, enquanto que neste estudo foi observado aumento de
251,9% em relacéo ao grupo sadio.

Os animais com mastite apresentaram valores médios de ai-glicoproteina acida
superiores ao grupo sadio durante todo o periodo experimental. Foi constatado
aumento de 3,6 vezes em relagdo aos animais sadios no terceiro dia de experimento
(M3), quando houve pico nas concentragbes séricas desta proteina, decrescendo
posteriormente (M6) (Tabela 8 e Figura 9). Este resultado ratifica as afirmacdes de
MURATA et al. (2004), que consideram esta proteina um importante biomarcador no
monitoramento clinico de processos inflamatérios de bovinos e contrapbe

ALSEMGEEST et al. (1995), que comparando reagdes inflamatérias agudas e cronicas
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em bovinos, concluiram que a as-glicoproteina acida esta mais associada a condicoes
cronicas.

Tabela 4. Médias e desvios-padrdao das concentragdes séricas de proteina total (g/dL) de
bovinos sadios e de bovinos doentes atendidos no Hospital Veterinario da
FCAV/UNESP/Campus de Jaboticabal, no dia da internagdo (M1) e nos cinco dias
subsequentes (M2 a M6).

Grupo Momento
M1 M2 M3 M4 M5 M6
Grupo sadio 6,3+0,74™  6,840,66™  6,5+0,87"°  6,2+0,85"®  6,6+0,93"*  6,3+0,71"
Grupo doente
Fotossensibilizagdo 6,940,92°  6,7+0,71"*  6,5+0,64"  6,4+0,80"  6,3+0,83"*  6,5+0,66"
Mastite 7,240,86"  7,0+0,67"*  6,840,58™  7,1+0,77"*  6,9+0,71"*  7,0+0,92*
Onfaloflebite 6,640,76"  6,8+0,78"*  6,4+0,87*®  6,0+0,79"  6,6+0,82"*  6,4+0,74"

Médias seguidas de letras mailsculas na mesma coluna e letras minlsculas iguais na mesma linha nao diferem entre si pelo
teste de Tukey (P> 0,05).
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Figura 5. Médias das concentragdes séricas de proteina total (g/dL) de bovinos
sadios e de bovinos com fotossensibilizagdo, mastite ou onfaloflebite,
no dia da internag@o (M1) e nos cinco dias subsequentes (M2 a M6).
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Tabela 5. Médias e desvios-padrao das concentragdes séricas de ceruloplasmina (mg/dL)
de bovinos sadios e bovinos doentes atendidos no Hospital Veterinario da
FCAV/UNESP/Campus de Jaboticabal, no dia da internacao (M1) e nos cinco
dias subsequentes (M2 a M6).

Momento
M1 M2 m3 M4 M5 M6
Grupo sadio 14,124,11%  16,643,54™  13,9+#3,03" 159+4,10" 12,8+3,88™ 16,1+4,23™
Grupo doente

Grupo

Fotossensibilizagdo 49,247,132  44,5+6,65°° 40,3+7,01%°  40,0+6,76%° 37,2+6,11%° 34,845 74"
Mastite 62,649,23%%  60,2+8,56°% 58,9+9,87°® 55,6+7,98%°% 50,7+8,09°® 47,446,61°
Onfaloflebite 36,7+5,04°% 34,846,132 33,045,22°® 29.9+4 99" 30,3t5,41%° 27,1+4,23"°

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras minlUsculas iguais na mesma linha nédo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P> 0,05).
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Figura 6. Médias das concentragbes séricas de ceruloplasmina (mg/dL) de
bovinos sadios e bovinos com fotossensibilizacdo, mastite ou
onfaloflebite, no dia da internacdo (M1) e nos cinco dias
subsequentes (M2 a M6).
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Tabela 6. Médias e desvios-padrédo das concentracdes séricas de transferrina (mg/dL) de
bovinos sadios e de bovinos doentes atendidos no Hospital Veterinario da
FCAV/UNESP/Campus de Jaboticabal, no dia da internagdao (M1) e nos cinco dias
subsequentes (M2 a M6).

Momento
M1 M2 M3 M4 M5 M6

Grupo sadio 253+22,0"  268+19,9"  258+20,3"  270+24,6™ 264+23,6™  260+20,66™
Grupo doente

Grupo

Fotossensibilizacdo ~ 248+29,3%%%  246+30,5% 251+237°%% 2584269 260+31,1"*  255+258"
Mastite 22622558 240+26,7%%  234+19,8%% 2404215 247232  260+30,5™
Onfaloflebite 252+20,6"  257+17,9" 2494212  256+19,7°% 260+24,4"%  256+18,3"

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras mintsculas iguais na mesma linha nao diferem entre si
pelo teste de Tukey (P> 0,05).
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Figura 7. Médias das concentracdes séricas de transferrina (mg/dL) de bovinos
sadios e bovinos com fotossensibilizagdo, mastite ou onfaloflebite, no dia
da internacéo (M1) e nos cinco dias subsequentes (M2 a M6).



38

Tabela 7. Médias e desvios-padrao das concentragdes séricas de haptoglobina (mg/dL) de
bovinos sadios e bovinos doentes atendidos no Hospital Veterindrio da
FCAV/UNESP/Campus de Jaboticabal, no dia da internagdao (M1) e nos cinco dias
subsequentes (M2 a M6).

Momento
M1 M2 M3 M4 M5 M6
Grupo sadio 35,14511%%  38,1+4,73"  33,6+3,91" 37,4+4,02" 32,0+3,74® 36,1+4,15™
Grupo doente
Fotossensibilizagio ~ 123+20,7%*  127+22,34%%  120+252°%%  114+19,9%  111+17,3%®  106+10,2%°
Mastite 159+26,2°®  165+23,8%®  170+19,7°*  161+17,4°®  149+16,1°®  138+15,8%
Onfaloflebite 94+10,5°  90+12,3°®  85+10,7°®  89+9,8*® 82+11,5% 79+9,2"°

Grupo

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras mindsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (P> 0,05).
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Figura 8. Médias das concentracdes séricas de haptoglobina (mg/dL) de bovinos
sadios e bovinos com fotossensibilizagdo, mastite ou onfaloflebite, no dia
da internacéo (M1) e nos cinco dias subsequentes (M2 a M6).
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Tabela 8. Médias e desvios-padrdo das concentracdes séricas de ay-glicoproteina acida
(mg/dL) de bovinos sadios e bovinos doentes atendidos no Hospital Veterinario da
FCAV/UNESP/Campus de Jaboticabal, no dia da internagdao (M1) e nos cinco dias
subsequentes (M2 a M6).

Momento
M1 M2 M3 M4 M5 T3
Grupo sadio 13,9+2,4™ 16,0+2,1%° 14,741,777 17,141,9™ 15,8+2,0™ 13,8+1,8™
Grupo doente

Grupo

Fotossensibilizacdo ~ 39,1+4,8% 40,345,252 38,444,950 3524535  372+44%% 343438
Mastite 44,245 5°2 49,044,7°° 52,8+6,3° 47,045,1°° 40,0+4,8% 39,245,1%
Onfaloflebite 15,442,97"  17,3+2,84"  16,242,43" 141212  151+1,95° 14,842,220

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras minGsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (P> 0,05).
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Figura 9. Médias das concentragdes séricas de ay-glicoproteina acida (mg/dL) de
bovinos sadios e bovinos com fotossensibilizagdo, mastite ou onfaloflebite no
dia da internacdo (M1) e nos cinco dias subsequentes (M2 a M6).
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Nos bovinos com onfaloflebite ndo foi verificada diferenca nas concentracdes
séricas de aj-glicoproteina acida em relagdo ao grupo sadio. Da mesma forma, nao
foram observadas diferencas entre os momentos avaliados (Tabela 8 e Figura 9),
corroborando CONNER et al. (1988) e HIRVONEN (2000), que afirmaram que a a1-
glicoproteina acida possui resposta moderada a relativamente baixa em resposta a
injuria tecidual em bovinos. No entanto, ao mesmo tempo em que 0s animais com
onfaloflebite reafirmam os relatos destes dois autores, os resultados observados nos
animais com fotossensibilizacdo e mastite fazem discordar. Nestes Ultimos, as
concentracoes de aj-glicoproteina é&cida mostraram-se marcadamente elevadas
durante todo o periodo experimental, mostrando, portanto, que a as-glicoproteina écida
foi um biomarcador sensivel de inflamag¢do nos bovinos acometidos por este tipo de
enfermidade.

Nos bovinos acometidos por fotossensibilizacdo observou-se aumento
significativo das concentracbes plasmaticas de fibrinogénio quando comparado aos
animais do grupo sadio, embora em relagdo aos animais com mastite e onfaloflebite,
este aumento foi significativamente menor (Tabela 9 e Figura 10). Durante todo o
periodo experimental, a concentragdo plasmatica de fibrinogénio nos animais com
fotossensibilizagdo seguiu tendéncia ao decréscimo, atingindo teores significativamente
menores apenas no Uultimo dia de internacdo (M6). Embora as concentracoes
plasmaticas de fibrinogénio ndo tenham excedido o limite de referéncia largamente
utilizado na rotina veterinaria, estabelecido por KANEKO et al. (1997), neste estudo
todo o grupo de animais doentes apresentou valores mais elevados em relagdo ao
grupo controle, representado pelo grupo de animais sadios.

Os bovinos com mastite apresentaram as maiores concentragdes plasmaticas
de fibrinogénio, diferindo significativamente do grupo sadio e atingindo um pico no
segundo dia de internagdo (M2), quando foi verificado aumento de 2,7 vezes em
relacdo aos animais sadios. As concentracdes decresceram a partir deste momento,
atingindo valores significativamente menores no quinto dia de internacao (M5) e

mantendo estabilidade da concentragdo plasmatica até o ultimo momento (M6) (Tabela



41

9 e Figura 10). TABRIZI et al. (2008) constataram uma elevacdo nos niveis de
fibrinogénio no plasma de vacas com mastite clinica e subclinica quando comparadas a
animais sadios, corroborando os resultados aqui relatados.

As concentragbes plasmaticas de fibrinogénio nos bovinos com onfaloflebite
também foram superiores as dos animais sadios, com decréscimo significativo dos
valores a partir do quarto dia de internacédo (M4) (Tabela 9 e Figura 10). Estudos acerca
desta teméatica ndo foram encontrados na literatura compilada.

O quadro apresentado pelos animais do grupo doente — com fotossensibilizacao,
mastite ou onfaloflebite - mostrou a precocidade e persisténcia da elevacao dos niveis
plasmaticos do fibrinogénio em relagéo ao grupo sadio, confirmando sua confiabilidade
quanto a deteccao de um processo inflamatério em curso porquanto tempo o estimulo
inflamatério se mantenha. O fato de os animais doentes sé apresentarem redugéo das
concentracdes plasmaticas desta proteina apds 3 — 6 dias apos o inicio do experimento
— levando-se em conta o tempo transcorrido entre o real inicio do processo de injuria
tissular e o primeiro dia de socorro veterinario, ou seja, o primeiro dia de internacao —
confirma, mais uma vez, o que cita COLE et al. (1997), quanto a persisténcia na
elevacao da concentracao plasmatica desta PFA durante o processo patolégico pelo
tempo em que ele permanega ativo e retornando aos niveis fisioldgicos mais
paulatinamente, em alguns dias ou até semanas, ao contrario de outras PFAs, que

retornam aos seus valores basais logo que o estimulo inflamatério cessa.



42

Tabela 9. Médias e desvios-padrao das concentragdes plasmaticas de fibrinogénio (mg/dL) de
bovinos sadios e bovinos doentes atendidos no Hospital Veterinario da
FCAV/UNESP/Campus de Jaboticabal, no dia da internacdo (M1) e nos cinco dias
subsequentes (M2 a M6).

Momento
M1 M2 M3 ma M5 M6
Grupo sadio 364+32,8™  356+36,2"®  377+33,9"  364+30,5" 3594320  380+29,8™
Grupo doente
Fotossensibilizacio ~ 422+4325®  405+37,7°%®  401+34,6°°  395+31,0°®° 388+27,6%°  380+31,3%
Mastite 964+91,4%  973+97,6%%  939+90,6°°  922+484,3°® 8224795  804+76,8%°
Onfaloflebite 501+45,7°%  522+450,1%%  498+41,9°*®  505+495°%  483+40,1°®  459+40,3

Grupo

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras mindsculas iguais na mesma linha néo diferem entre si
pelo teste de Tukey (P> 0,05).
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Figura 10. Médias das concentracdes plasmaticas de fibrinogénio (mg/dL) de bovinos
sadios e bovinos com fotossensibilizagdo, mastite ou onfaloflebite, no dia da
internacdo (M1) e nos cinco dias subsequentes (M2 a M6).
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5.2 Ovinos
5.2.1 Leucograma

Nas Tabelas 10, 11 e 12 e Figuras 11, 12 e 13 sado apresentadas,
respectivamente, as contagens de leucécitos totais, neutréfilos segmentados e linfécitos
de ovinos sadios e de ovinos portadores de doenca inflamatéria recente. Devido a
ampla variagdo nas contagens de mondcitos, eosindéfilos, neutrofilos bastonetes e
baséfilos estes valores sao apresentados, em forma descritiva, como contagens
minimas e maximas.

Os ovinos com eczema facial apresentaram aumento da contagem de leucécitos
em relacdo aos animais sadios apenas no dia da internacdo (M1). A partir do dia
subsequente (M2) constatou-se valores semelhantes aos do grupo sadio e dentro dos
limites de referéncia estabelecidos por KANEKO et al. (1997) para esta espécie (Tabela
10 e Figura 11). Em concordancia, MENDONCA et al. (2008) também relataram
aumento na contagem total de leucécitos em surto de fotossensibilizagao em ovinos.

Nas ovelhas com mastite constatou-se leucocitose no primeiro dia de internacéao
(M1). A contagem de leucécitos destes animais diminuiu atingindo valores
significativamente menores no quarto dia de internacdo (M4) e mantendo decréscimo
até o final do estudo (Tabela 10 e Figura 11).

Nos ovinos com ectima contagioso observou-se resposta leucocitaria
estatisticamente similar a apresentada pelos ovinos do grupo sadio, sem alteracao
significativa durante todo o periodo experimental (Tabela 10 a Figura 11). HAIG et al.
(2002) ressaltaram o carater localizado da resposta inflamatéria em animais acometidos
por ectima contagioso. E provavel que esta seja a razdo de os animais com esta
enfermidade no presente estudo ndo apresentarem aumento significativo da contagem
total de leucécitos, neutréfilos segmentados ou linfécitos.

Quanto a contagem de neutréfilos segmentados, observou-se resposta

semelhante entre ovinos com eczema facial e ovinos sadios, a exce¢ao do segundo e
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quinto dias de internacdo, M2 e M5, respectivamente, nos quais os valores verificados
nos ovinos com eczema facial foram superiores aos do grupo sadio (Tabela 11 e Figura
12). Em um surto de eczema facial em ovinos, MEDONCA et al. (2008) relataram
aumento na contagem de neutréfilos segmentados. Entretanto, os autores sé tiveram a
oportunidade de realizar uma unica colheita de amostra sanguinea e atribuiram o
aumento na contagem destas células a presenca de infec¢do bacteriana secundaria por
lesbes de fotodermatite, 0 que néo era o caso dos animais acompanhados no presente
estudo.

Os ovinos com mastite apresentaram contagem de neutréfilos segmentados
superior a dos animais sadios em todos os momentos. As contagens foram superiores
as do grupo sadio, em 178%; 205%; 154%; 108%; 119% e 71% no dia da internacao
(M1) e nos cinco dias subsequentes (M2), (M3), (M4), (M5) e (M6), respectivamente
(Tabela 11 e Figura 12). Estes resultados ilustram o aumento na producéo e liberagao
destas células de defesa em resposta ao estimulo inflamatério em curso nestes
animais. Assim como descreveram WEISS & WARDROP (2010), os neutréfilos sao a
primeira linha de defesa do organismo contra patégenos invasores, sendo esperado um
intenso recrutamento inicial destas células para o sitio de inflamag¢do com subsequente
elevacao de neutrdfilos circulantes. Ainda, THEODOROU et al. (2010) estudando
mastite clinica em ovelhas leiteiras concluiram que durante a fase aguda ocorre um
aumento de 18 a 38 vezes na expressdo de alguns genes presentes da cascata de
inflamacao, os quais seriam responsaveis pela rapidez com estas células migram ao
sitio de inflamagdo e, subsequentemente, aumentam o numero de neutréfilos
circulantes.

Nos ovinos com ectima contagioso a contagem de neutréfilos segmentados nao
revelou diferenca significativa em relagdo ao grupo sadio ou entre momentos avaliados
(Tabela 11 e Figura 12). Da mesma forma, nao foi observada variacao significativa
quanto a contagem de linfécitos entre nenhum dos grupos estudados ou entre
momentos experimentais (Tabela 12 e Figura 13).
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O numero de neutréfilos bastonetes nas amostras sanguineas de ovinos doentes
variou de 96 a 372/uL, sendo nulo em véarios momentos. Nao foram encontrados
basoéfilos nos esfregacos sanguineos de ovinos sadios. Nos animais doentes o numero
de basofilos variou de 62 a 222/uL, estando ausente na maioria dos momentos. O
numero de eosindfilos nas amostras de sangue dos ovinos doentes variou de 77 a 675
células/pL e, a semelhanca do constatado para basdéfilos, foi nulo em varios momentos.
O numero de mondcitos dos ovinos sadios foi nulo na maioria dos animais. Apenas um
animal apresentou este tipo celular, com 84 mondcitos/uL. Nos ovinos doentes o
namero de mondcitos variou de 56 a 1.055/uL, mostrando-se ausente em varios

momentos.
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Tabela 10. Médias e desvios-padrao das contagens de leucécitos (/uL x 10% de ovinos sadios
e de ovinos doentes atendidos no Hospital Veterinario da FCAV/UNESP/Campus de
Jaboticabal, no dia da internacéo (M1) e nos cinco dias subsequentes (M2 a M6).

Grupo Momento
M1 M2 M3 M4 M5 M6
Grupo sadio 6,1+1,41"  58+165™  6,5+1,39™  6,1+1,23"@  7,0+1,92"®  6,4+1,80™
Grupo doente
Eczema facial 8,142,025  7,6+2,30"  7,1+1,98"  6,9+205"  7,4+1,79" 7,0+2,13"
Mastite 18,145,8%  16,4+4,7°%  17,0450%  13,6+3,0®°  11,5#34%°  91+29%
Ectima contagioso 6,3+2,1" 6,242,6" 6,8+2,3" 6,442,4" 7,0¢1,9"  73+21

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras minGsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (P> 0,05).
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Figura 11. Médias das contagens de leucécitos (/uL x 10% de ovinos com
eczema facial, mastite ou ectima contagioso, no dia da internagéo
(M1) e nos cinco dias subsequentes (M2 a M6).
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Tabela 11. Médias e desvios-padrdo da contagem de neutrofilos segmentados (/uLx10°) de
ovinos sadios e de ovinos doentes atendidos no Hospital Veterinario da
FCAV/UNESP/Campus de Jaboticabal, no dia da internacédo (M1) e nos cinco dias
subsequentes (M2 a M6).

Grupo Momento
M1 M2 M3 M4 M5 M6
Grupo sadio 2,3+0,73"  2,0£0,64™ 2,2+0,87"  2,4+0,90"  2,1+0,59™  2,4+0,88™
Grupo doente
Eczema facial 2,840,76"  3,2+0,93%  3,0+0,87"°  2,7+0,67"*  3,040,92%®  28+0,84"
Mastite 6,442,165  6,1+1,76%®  56+1,59%%  50+1,125%%  4,6+1,48%  4,1+1,75%
Ectima contagioso 2,241,02"  1,9+0,95"  25+0,76™  2,0+1,10"  2,640,95  2,1+1,05™

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras mindsculas iguais na mesma linha nédo diferem entre si
pelo teste de Tukey (P> 0,05).
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Figura 12. Médias das contagens de neutréfilos segmentados (/uLx10% de
ovinos sadios e de ovinos com eczema facial, mastite ou ectima
contagioso, no dia da internacdo (M1) e nos cinco dias
subsequentes (M2 a M6).
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Tabela 12. Médias e desvios-padrdo das contagens de linfocitos (/uLx10%) de ovinos sadios e
de ovinos doentes atendidos no Hospital Veterinario da FCAV/UNESP/Campus de
Jaboticabal, no dia da internagéo (M1) e nos cinco dias subsequentes (M2 a M6).

Grupo Momento
M1 M2 M3 M4 M5 M6
Grupo sadio 4741227 41+152"  49+116™ 430,97  4,7+#1,32"  4,4+0,88™
Grupo doente
Eczema facial 43+1,32"  47+0,94"  55+0,98™  4,9+1,15" 574129  51+0,89"
Mastite 3,740,76"  45+0,87"  42+0,74"  38+0,64"  4,7+0,90  5,0+1,27"
Ectima contagioso 3,4+0,66"  3,7+0,82"*  35+0,91"*  3,6+0,87"  4,0+0,56™  4,6+0,60"

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras minUsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (P> 0,05).
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Figura 13. Médias das contagens de linfécitos (/uLx10° de ovinos sadios e
de ovinos com eczema facial, mastite ou ectima contagioso, no
dia da internagéo (M1) e nos cinco dias subsequentes (M2 a M6).
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5.2.2 Proteinograma sérico

Na Tabela 13 e Figura 14 sao apresentadas as concentracées séricas de
proteina total de ovinos sadios e de ovinos portadores de doenga clinica aguda. Nao foi
constatada nenhuma diferenca significativa entre os grupos estudados ou entre
momentos experimentais. Em concordancia BRUM et al. (2007) estudando ovinos
acometidos naturalmente por eczema facial ndo observaram nenhuma alteragdo quanto
a concentracao sérica de proteina total.

Nas Tabelas 14 a 18 e Figuras 15 a 19 sdo observadas as concentracdes séricas
de cinco proteinas de ovinos sadios e de ovinos doentes, que foram submetidas a
andlise estatistica devido a sua importdncia diagnéstica, ou seja, ceruloplasmina,
transferrina, haptoglobina, as-glicoproteina acida e fibrinogénio. E valido salientar que
PFAs nao foram, até o momento, tdo estudadas em outros ruminantes quanto é na
espécie bovina (ECKERSALL, 2006). Um estudo recente com ovinos demonstrou ainda
que embora um patégeno provoque uma reagao cronica, as PFAs sdao também
estimuladas nessas condi¢oes, nesta espécie (ECKERSALL et al. 2007).

Nos ovinos acometidos por eczema facial verificou-se aumento de 3,1 vezes nas
concentracdes séricas de ceruloplasmina em relagdo aos ovinos do grupo sadio. As
concentragdes atingiram valores significativamente menores no terceiro dia de
internacao (M3), decrescendo até o ultimo dia de estudo (M6) (Tabela 14 e Figura 15).
A literatura compilada néo revelou estudos sobre o assunto.

Os ovinos com mastite apresentaram as maiores concentracoes séricas de
ceruloplasmina, atingindo valores significativamente menores no terceiro dia de
internagdo (M3) e decrescendo até o final do experimento (Tabela 14 e Figura 15). O
aumento da concentragdo desta proteina reafirma a acdo antiinflamatéria e
biocatalisadora ja citada na literatura (CHASSAGNE et al. 1998; PATEL et al. 2002).
COSTA et al. (2010), constataram um aumento de 6,0 vezes nas concentracdes de
haptoglobina em ovelhas com mastite clinica induzida, corroborando o aumento de 6,2
vezes aqui observado. Ainda em concordancia quanto a atuacdo de patégenos
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bacterianos como indutores de resposta de fase aguda nesta espécie, ULUTAS &
OZPINAR (2006) relataram aumento nas concentragcdes de ceruloplasmina em ovinos
com pasteurelose experimentalmente induzida.

Os ovinos com ectima contagioso apresentaram concentragbes séricas de
ceruloplasmina significativamente mais elevadas que os animais sadios, embora a
resposta tenha sido mais discreta que a observada nos outros animais doentes. Houve
decréscimo ao longo do periodo de estudo, sendo constatados valores
significativamente menores a partir do terceiro dia de internacdao (M3). No ultimo
momento (M6), as concentragdes séricas assemelharam-se as dos animais sadios
(Tabela 14 e Figura 15). Nao foi encontrado na literatura estudos que discutissem o
assunto, entretanto é possivel que a resposta imune local, predominante em casos de
ectima contagioso, ndo produza estimulo suficiente para uma marcante elevacado na
concentracao de PFAs, como se observa nos resultados de todas as PFAs avaliadas
nos animais acometidos por esta enfermidade no estudo em tela.

Embora a utilizacdo da ceruloplasmina como marcador inflamatério seja menos
comum que a de outras PFAs, como a haptoglobina (MURATA et al. 2004), os
resultados obtidos neste experimento, reforcam a importancia deste biomarcador em
doencas inflamatérias/infecciosas também na espécie ovina. Em concordancia,
PFEFFER et al. (1993), ao estudarem a resposta de fase aguda em ovinos acometidos
por pneumonia constataram que a ceruloplasmina, dentre as trés PFAs avaliadas,
ceruloplasmina, fibrinogénio e haptoglobina, mostrou ser o melhor biomarcador da
reacao inflamatoéria da pneumonia nesta espécie.

Quanto as concentracbes séricas de transferrina nao foi verificada nenhuma
diferenga estatisticamente significativa entre grupos ou entre momentos avaliados,
embora biologicamente tenha sido observada diminuig&o inicial desta PFA em todos os
grupos de caprinos doentes em relacdo aos sadios (Tabela 15 e Figura 16). A
transferrina é citada na literatura como uma proteina de fase aguda negativa, ou seja,
que apresenta diminuicdo na sua concentracdo sérica durante a resposta de fase
aguda (JAIN, 1993; SANDHOLM & KORHONEN, 1995; THOMAS, 2010; COSTA et al.
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2010). GRUYS et al. (2005) citaram que a diminuicdo de PFAs negativa durante a
resposta de fase aguda, pode ser decorrente de um aumento temporario na

disponibilidade de hormonios livres que se mantém ligados a estas proteinas.

Tabela 13. Médias e desvios-padrdo das concentracdes séricas de proteina total (g/dL) de
ovinos sadios e ovinos doentes atendidos no Hospital Veterinario da
FCAV/UNESP/Campus de Jaboticabal, no dia da internacdo (M1) e nos cinco dias
subsequentes (M2 a M6).

Grupo Momento
M1 M2 M3 M4 M5 M6
Grupo sadio 6,6+0,59"  6,4+0,70™  6,2+0,53"  6,5+0,71"®  6,3+0,80"  6,3+0,69™
Grupo doente
Eczema facial 6,74¢0,77"*  6,6+0,67"  6,740,60"  6,4+0,71"*  6,3+0,68"  6,10,60™
Mastite 7,340,79"  7,1+0,70™  7,3+0,62°  7,0+0,58"  6,8+0,65  7,0+0,88"
Ectima contagioso 6,940,67"%  7,040,73"  6,8+0,71"*  7,1+0,66"  7,240,71"*  6,8+0,63"

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras minUsculas iguais na mesma linha nao diferem entre si
pelo teste de Tukey (P> 0,05).

7.4
7,2
0
8 70 S
2
S 68
e
\g 6,6 -
o)
o 64
i \/
6,2 * \.
6,0
M1 M2 M3 4 M5 M6
Momento (dia)
—&— Ovinos sadios —m— QOvinos com eczema facial
Ovinos com mastite Ovinos com ectima contagioso

Figura 14. Médias das concentracdes séricas de proteina total (g/dL) de ovinos
sadios e de ovinos com eczema facial, mastite ou ectima contagioso, no
dia da internagéo (M1) e nos cinco dias subsequentes (M2 a M6).
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Tabela 14. Médias e desvios-padrao das concentracoes séricas de ceruloplasmina (mg/dL) de
. . p . g . . . ’ .
ovinos sadios e ovinos doentes atendidos no Hospital Veterinario da
FCAV/UNESP/Campus de Jaboticabal, no dia da internacdo (M1) e nos cinco dias
subsequentes (M2 a M6).
Momento
Grupo
M1 M2 M3 M4 M5 M6
Grupo sadio 12,4+3,32"  10,842,92"®  13,0£2,87"®  11,7+3,06™ 14,6+321"  16,1+2,21"
Grupo doente
Eczema facial 38,345,32%%  40,147,01%  31,64512% 298+398%  282+423%  256+3,66%
Mastite 77,149,1%%  653+7,21°®  60,3+7,03®° 5344522  465+4,66°°  40,8+4,06%°

Ectima contagioso ~ 26,2+3,87°*  23,9+344°® 22 1+298™  235+259™  18,7+2,22°°  18,1+2,08"

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras minlsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (P> 0,05).
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Figura 15. Médias das concentractes séricas de ceruloplasmina (mg/dL) de ovinos

sadios e ovinos com eczema facial, mastite ou ectima contagioso, no dia
da internagéo (M1) e nos cinco dias subsequentes (M2 a M6).
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Tabela 15. Médias e desvios-padrao das concentracbes séricas de transferrina (mg/dL) de
ovinos sadios e de ovinos doentes atendidos no Hospital Veterinario da
FCAV/UNESP/Campus de Jaboticabal, no dia da internacdo (M1) e nos cinco dias
subsequentes (M2 a M6).

Grupo Momento
M1 M2 M3 M4 M5 M6
Grupo sadio 241+19,4™ 25142347  238+20,7"%  245+252%  256+21,9™ 249+18,77
Grupo doente
Eczema facial 23742217 2462117 242+20,3"  239+19,8"  247+22,6™ 250+19,4™
Mastite 222+27,3" 2314248  240+21,0"  244+189" 2514174 248+20,1"

Ectima contagioso ~ 244+19,7*%  238+18,1"®  245+17,0"  250+17,8* 2464214 252+23,9%

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras minUsculas iguais na mesma linha nao diferem entre si pelo
teste de Tukey (P> 0,05).
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Figura 16. Médias das concentragdes séricas de transferrina (mg/dL) de ovinos
sadios e ovinos com eczema facial, mastite ou ectima contagioso, no dia
da internacéo (M1) e nos cinco dias subsequentes (M2 a M6).
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As concentracbes séricas de haptoglobina em ovinos acometidos por eczema
facial foram superiores as dos ovinos sadios, atingindo um pico no terceiro dia de
internacao (M3), quando constatou-se aumento de 4,1 vezes em relagdo ao grupo
sadio. A partir dai, os valores decresceram paulatinamente, sem atingir, entretanto,
valores significativamente menores que os apresentados no primeiro dia do estudo
(Tabela 16 e Figura 17).

Nos ovinos com mastite foram observadas as maiores concentracdes séricas de
haptoglobina, diferindo significativamente do grupo sadio e atingindo um pico no
segundo dia de internacao (M2), quando registrou aumento de 5,8 vezes em relacao ao
grupo sadio (Tabela 16 e Figura 17). Esta elevagao, apesar de significativa, difere do
que relatam SALONEN et al. (1996) e COSTA et al. (2010), que encontraram aumentos
de 50 e 14 vezes em relagdo aos grupos controle, respectivamente. Esta marcante
elevacao citada por SALONEN et al. (1996) provavelmente esta relacionada ao agente
etiolégico envolvido, uma vez que Escherichia coli, uma bactéria Gram-negativa, induz
forte estimulo para a sintese hepatica de PFAs (SANDHOLM & KORHONEN, 1995).
Quanto a diferencga entre os resultados aqui obtidos e a elevagdo nas concentragdes de
haptoglobina citadas por COSTA et al. (2010), que realizaram infeccao experimental,
em casos de ocorréncia natural como os utilizados neste trabalho, torna-se mais
complicado estabelecer o tempo decorrido entre o inicio do processo inflamatério e o
grau de desafio ao qual a glandula foi submetida, fatores ausentes num delineamento
experimental de indug&o, como o realizado pelo autor supracitado.

A partir do pico de haptoglobina apresentado pelas ovelhas com mastite no M3,
os valores decresceram, atingindo concentragbes significativamente menores em
relagdo ao M1 apenas no Uultimo momento avaliado (M6), embora ainda
significativamente elevadas em relacdo ao grupo sadio. Em consonancia com o
observado neste estudo, a literatura cita elevacdes de haptoglobina no soro sanguineo
de animais portadores de mastite clinica e subclinica (ECKERSALL et al. 2001;
GRONLUND et al. 2005). SPOONER & MILLER (1971) e JARRETT (1972), em estudos

qualitativos, ndo detectaram a presenca de haptoglobina em 127 ovinos saudaveis,
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observando resposta positiva para a presenca desta proteina em 11 ovelhas com
mastite, corroborando os resultados aqui observados.

O aumento das concentracdes séricas de haptoglobina nos ovinos com ectima
contagioso foi discreto, porém significativo em relagédo aos animais sadios. No segundo
dia (M2) foi observado aumento de 3,0 vezes em relagdo ao grupo sadio, decrescendo
dai em diante. No ultimo momento experimental (M6), embora os valores fossem
significativamente menores que os constatados inicialmente (M1), ainda permaneceram
elevados em relacdo ao grupo sadio (Tabela 16 e Figura 17). Estudos na espécie
bovina com infecgao viral experimentalmente induzida (GODSON et al. 1996) ou de
ocorréncia natural (SPOONER & MILLER, 1971) relataram nao ocorrer elevacboes nas
concentracoes séricas de haptoglobina em resposta a enfermidades virais. No entanto,
assim como ja descrito em bovinos acometidos por febre aftosa (HOFNER et al. 1994),
no presente trabalho a haptoglobina mostrou elevacao sérica significativa nos animais
acometidos por ectima contagioso. E verdade que esta resposta sérica foi mais leve
que a observada nos animais acometidos por mastite ou eczema facial. No entanto, em
casos de acometimento por ectima contagioso, causado por um pox virus, o
envolvimento é um tanto mais localizado e dificilmente observam-se cursos sistémicos
severos desta enfermidade, a ndo ser que hajam co-infec¢des em curso. Em estudo
experimental com o virus respiratorio sincicial bovino, HEEGAARD et al. (2000)
concluiram que a haptoglobina correlacionou-se positivamente com a severidade da
doenca, o que também foi observado neste estudo.

De forma geral, os resultados obtidos permitem inferir que a haptoglobina foi um
biomarcador inflamatério sensivel e confidvel em todas as enfermidades avaliadas,
reforcando os relatos de SKINNER & ROBERTS (1994), de que esta proteina pode ser
utilizada como indicador de infeccdo bacteriana e inflamagdo em ovinos. E possivel
sugerir, ainda, que esta PFA pode ser usada no auxilio ao diagndstico precoce da
eczema facial, mastite estafilocécica e ectima contagioso nesta espécie.

As concentragdes séricas de ai-glicoproteina acida nos ovinos acometidos por

eczema facial apresentaram-se superiores aquelas dos ovinos sadios, atingindo um
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pico no quarto dia de internacao (M4). Os valores entdo, decresceram até o final do
estudo, porém ainda mantiveram-se elevados em relacdo ao grupo sadio (Tabela 17 e
Figura 18).

Os animais com mastite apresentaram concentracdes séricas de ai-glicoproteina
acida superiores a dos animais sadios durante todo o periodo experimental. As
concentragdes séricas atingiram um pico no segundo dia de internagéo (M2), quando foi
registrado aumento de 3,5 vezes em relagdo ao grupo sadio. Houve decréscimo a partir
dai, atingindo o menor valor no ultimo momento (M6), embora ainda significativamente
maior que os valores constatados nos animais sadios (Tabela 17 e Figura 18).

Os achados nos ovinos acometidos por eczema facial ou por mastite corroboram
com a literatura, onde a ai-glicoproteina acida é descrita como uma PFA empregada
para monitorar doencas inflamatorias em diferentes espécies animais, mantendo-se
elevada por longos periodos (ECKERSALL et al. 2001, FAGLIARI et al. 2003).
REGASSA et al. (2002), estudando ovelhas com metrite induzida, verificaram teores
elevados desta PFA por até duas semanas apés a infeccao. ECKERSALL et al. (2007)
avaliando a producao de as-glicoproteina acida em ovelhas com linfadenite caseosa
experimental observaram uma produgcdo continua desta PFA durante a transicdo do
processo agudo para o crénico. Enquanto outras PFAs, como haptoglobina e amildide-
A sérica, apresentaram elevagdo imediata e retornaram a niveis basais em duas
semanas apos a infecgdo, as concentracées de as-glicoproteina acida se elevaram
paulatinamente e mantiveram-se significativamente elevadas até a quarta semana pos
infeccdo. Isto levou os autores a sugerirem que esta proteina atue como um
biomarcador de condi¢cdes crénicas em ovinos e que isto pode decorrer de produgéo
extra-hepética de aj-glicoproteina acida. No entanto, esta assertiva ndo encontra
respaldo nos resultados deste trabalho, no qual apesar de manter-se elevada até o final
do estudo a ai-glicoproteina acida mostrou tendéncia a declinar ao longo do processo,
caracterizando particularmente a fase aguda da enfermidade.
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Nos ovinos com ectima contagioso nao foi detectada diferenca em relacado ao
grupo sadio quanto as concentracdes séricas de ai-glicoproteina &cida (Tabela 17 e

Figura 18). A literatura compilada nao revelou estudos acerca da tematica.

Tabela 16. Médias e desvios-padrao das concentragcbes séricas de haptoglobina (mg/dL) de
ovinos sadios e ovinos doentes atendidos no Hospital Veterinario da
FCAV/UNESP/Campus de Jaboticabal, no dia da internacdo (M1) e nos cinco dias
subsequentes (M2 a M6).

Momento
Grupo

M1 M2 M3 M4 M5 M6

Grupo sadio 27,0¢221%  30,2+2,89"  282+233" 31,2+217"® 286+2,33"® 26,8+2,71"°
Grupo doente
P 102+18,4%  113+20,12%%  115+19,2%8  101+17,8% 96+15,152 92+12,9%
Eczema facial
Mastite 167+22,7%2 174+251%%  163+20,3%%  166+24,3°%  153+20,8°® 1424175

Ectima contagioso 86+9,3" 90+11,7% 82+9,9° 78+10,2°% 76+8,9°% 72+8,4"°

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras minUsculas iguais na mesma linha nao diferem entre si pelo
teste de Tukey (P> 0,05).
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Figura 17. Médias das concentragdes séricas de haptoglobina (mg/dL) de
ovinos sadios e ovinos com eczema facial, mastite ou ectima
contagioso, no dia da internacdo (M1) e nos cinco dias
subsequentes (M2 a M6).
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Tabela 17. Médias e desvios-padrdo das concentracdes séricas de ay-glicoproteina acida
(mg/dL) de ovinos sadios e de ovinos doentes atendidos no Hospital Veterinério da
FCAV/UNESP/Campus de Jaboticabal, no dia da internacdo (M1) e nos cinco dias
subsequentes (M2 a M6).

Grupo Momento
M1 M2 M3 M4 M5 M6
Grupo sadio 8,7+1,2™ 10,1+1,8™  9,6+0,95™ 8,3+1,2" 10,0+1,4™ 9,2+0,93™
Grupo doente
Eczema facial 19,8+3,1%%  221+4,0%  19,0#3,8%*  23,1+44%  183+38°° 15243 1%
Mastite 33,4452%  36,146,1°%  353+54%%  286+55%° = 263+43%°  21,7442%°
Ectima contagioso 11,7428  1255+26" 122421  10,3+1,8™ 10,0+1,4"2 9,8+1,1"

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras minUsculas iguais na mesma linha nao diferem entre si pelo
teste de Tukey (P> 0,05).
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Figura 18. Médias das concentracoes séricas de as-glicoproteina acida
(mg/dL) de ovinos sadios e ovinos com eczema facial, mastite ou
ectima contagioso, no dia da internacdo (M1) e nos cinco dias
subsequentes (M2 a M6).
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Assim como a albumina sérica, a mais importante proteina droga-ligante do
organismo, a as-glicoproteina é&cida se liga e transporta substancias de origem
enddgena e exogena. Esta fungao contribui para a manutencao da ligagao e transporte
de drogas, mantendo este processo inalterado durante respostas de fase aguda, nas
quais a albumina sérica, uma proteina de fase aguda negativa, decresce em
concentracao (FOURNIER et al. 2000). Portanto, esta pode ser uma das razbes pela
qual as concentracdes séricas circulantes de ay-glicoproteina acida ndo apresentaram
diferencga estatistica entre os ovinos acometidos por ectima contagioso € 0os animais do
grupo sadio.

As concentragdes plasmaticas de fibrinogénio em ovinos acometidos por eczema
facial mostraram-se elevadas em relagéo aos animais sadios. Foi verificado um pico no
segundo dia de internacdo (M2), decrescendo posteriormente até o final do estudo,
embora a média ainda se apresentasse significativamente mais elevada que o grupo
sadio (Tabela 18 e Figura 19). Esses valores corroboram os achados de MENDONCA
et al. (2008), que também detectaram aumento na concentragcdo plasmatica de
fibrinogénio em um surto de eczema facial em ovinos.

Os ovinos com mastite apresentaram as maiores concentragdes plasmaticas de
fibrinogénio. Um pico foi constatado no segundo dia de internagdo (M2), quando se
observou aumento de 2,1 vezes em relacao ao grupo sadio. Houve decréscimo a partir
desse momento, atingindo valores significativamente menores no penultimo dia de
estudo (M5). Embora a menor média sérica tenha sido verificada no ultimo momento
experimental (M6), os valores mantiveram-se significativamente maiores que no grupo
sadio (Tabela 18 e Figura 19). COSTA et al. (2010) relataram um pico de fibrinogénio
plasmatico as 132 horas pos-infecgcdo experimental intramamaria em ovinos com
Staphylococcus aureus. Este momento corresponderia ao M5-M6 neste estudo, no
qual, contrariamente, teve inicio o decréscimo significativo nos niveis desta proteina. No
entanto, ha de se ter em conta o controle que é possivel quanto a observacao do inicio
exato das alteracdes, tanto clinicas quanto laboratoriais, em casos experimentais € a

dificuldade de se controlar estas varidveis quando trata-se de doencas de ocorréncia
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natural, como é o caso do presente trabalho. Portanto, acredita-se, que os animais
acompanhados neste estudo, embora indubitavelmente apresentassem quadro clinico
agudo de mastite estafilococica, provavelmente ja estariam enfermos ha um pouco mais
de tempo ao serem trazidos para atendimento no hospital veterinario. Entretanto, este
trabalho concorda com SIMAO et al. (2007) e COSTA et al. (2010) quanto ao fato de o
fibrinogénio ter se mostrado um confidvel marcador inflamatério deste tipo de
enfermidade aguda, como mostra a Tabela 18 e Figura 19, na qual é possivel observar
o aumento significativo de fibrinogénio plasmatico em relacdo aos animais sadios em
todos os momentos avaliados. Os dois trabalhos de pesquisa estdo de acordo ainda
quanto ao fato de o fibrinogénio ter apresentado relagéo positiva com a haptoglobina e
ceruloplasmina.

Nos ovinos com ectima contagioso, as concentracdes plasmaticas de
fibrinogénio foram superiores as dos animais sadios, apresentando diminui¢ao
significativa no quarto dia de internacdo (M4) e decrescendo até o final do experimento
(Tabela 18 e Figura 19). Nao foram encontrados na literatura consultada trabalhos
acerca desta tematica.



Tabela 18. Médias e desvios-padrdao das concentragdes plasmaticas de fibrinogénio
(mg/dL) de ovinos sadios e ovinos doentes atendidos no Hospital Veterinario
da FCAV/UNESP/Cémpus de Jaboticabal, no dia da internagédo (M1) e nos
cinco dias subsequentes (M2 a M6).
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Grupo Momento
M1 M2 M3 M4 M5 M6
Grupo sadio 442+38,7"  439+40,1"®  455+337"%  471+39,9"®  463+41,2"  456+37,5
Grupo doente
Eczema facial 509+54,8%%°  542+60,1%% 511+51,7°%® 503+56,25® 490+458%"° 479+50,2%°
Mastite 912490,3°®  930+94,1°* 919+87,3°® 865+81,7°® 8214756 757+70,5%"
Ectima contagioso 622+66,8”  611162,9°% 587+545°® 543+50,8%° 522456,4™° 493+50,2™°

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras mindsculas iguais na mesma linha néo diferem entre

si pelo teste de Tukey (P> 0,05).
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Figura 19. Médias das concentracoes plasmaticas de fibrinogénio (mg/dL) de
ovinos sadios e ovinos com eczema facial, mastite ou ectima
contagioso, no dia da internacdo (M1) e nos cinco dias subsequentes

(M2 a M6).
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5.3 Caprinos
5.3.1 Leucograma

As Tabelas 19, 20 e 21 e Figuras 20, 21 e 22 apresentam, respectivamente, as
contagens de leucécitos, neutrofilos segmentados e linfocitos de caprinos sadios e
caprinos portadores de doenca aguda recente. Em razdo da ampla variagcdo nas
contagens de mondcitos, eosindfilos, neutrofilos bastonetes e basofilos estes valores
sao apresentados, em forma descritiva, como contagens minimas e maximas.

A contagem total de leucocitos nos animais acometidos por artrite secundaria a
infeccdo pelo virus da artrite encefalite caprina (CAE), mostrou oscilagdes durante o
periodo experimental, alternando aumentos significativos e similaridade estatistica em
relacdo aos animais sadios (Tabela 19 e Figura 20). No entanto, em nenhum dos
momentos, os valores excederam o limite de referéncia estabelecido por KANEKO et al.
(1997) e vastamente usado na rotina laboratorial veterindria. MILHAU et al. (2005)
afirmaram que o curso natural de infeccbes pelo virus da CAE caracteriza-se por
periodos alternados de expressao viral reduzida com aumento marcante e repentino de
mondcitos circulantes infectados. A presenca destas células infectadas circulantes pode
modificar a dinamica de migracao leucocitaria no endotélio vascular (GHORPADE et al.
2001), diminuindo a capacidade de adesao leucocitaria e, portanto, favorecendo a
formacdo de lesbes e aumento da contagem total de leucdcitos. Este fato pode ter
influenciado os resultados aqui apresentados.

Nos caprinos acometidos por mastite, as contagens totais de leucdcitos
apresentaram elevagéo inicial em relacdo ao grupo sadio, sendo observada diminuigéo
significativa no quinto dia de estudo (M5). Os valores decresceram até o final do
experimento (Tabela 19 e Figura 20). Este resultado ilustra o processo inflamatério em
curso, entretanto ndo foi encontrado na literatura estudos que tratassem do assunto.

Nos animais com ectima contagioso nao foram verificadas alteracbes
significativas em relagcdo ao grupo sadio ou entre os momentos avaliados (Tabela 19 e
Figura 20). HAIG et al. (2002) afirmaram que o ectima contagioso, embora néo seja
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uma enfermidade fatal, apresenta alta morbidade e animais infectados comumente
adquirem infec¢coes secundarias. Os autores ressaltaram o carater localizado da
resposta inflamatéria, que se restringe aos queratinécitos epidérmicos, ndao havendo
evidéncias de resposta sistémica. E provavel que esta seja a razdo de os animais
acometidos pela doenca neste estudo ndo apresentarem aumento significativo da
contagem total de leucdcitos, neutréfilos segmentados ou linfocitos, como mostram as
Tabelas 19, 20 e 21 e as Figuras 20, 21 e 22, respectivamente. E valido salientar que
este grupo de animais ndo apresentou sinais de infecgdes intercorrentes.

Quanto a contagem de neutréfilos segmentados, nao foi observada diferenca
entre grupos ou entre momentos estudados, a excegdo dos animais acometidos por
mastite. Este grupo apresentou contagens mais elevadas que o grupo controle durante
todo o periodo experimental, embora ndo tenha sido constatada leucocitose em
nenhum dos momentos experimentais, segundo valores de referéncia estabelecidos por
KANEKO et al. (1997) (Tabela 20 e Figura 21).

No que tange a contagem de linfécitos, os ovinos acometidos por mastite
apresentaram médias elevadas em relacdo aos sadios até o M4. No dia subsequente
(M5) houve diminuicdo das contagens, que permaneceram estaveis até o final do
estudo. Nos demais grupos nao foi verificada nenhuma diferengca em relagdo ao grupo
sadio ou entre momentos (Tabela 21 e Figura 22).

Em relacdo aos caprinos sadios, ndo se constatou a presenca de neutrofilos
bastonetes em nenhum dos animais. O nimero de neutréfilos bastonetes nas amostras
de sangue de caprinos doentes variou de 150 a 550/uL, sendo nulo em varios
momentos. Os maiores valores foram verificados em cabras com mastite. Nao foram
encontrados baséfilos nos esfregagcos sanguineos do grupo sadio. No grupo doente o
namero de baséfilos variou de 50 a 300/uL, estando ausente na maioria dos momentos.
Nos caprinos sadios, a contagem de eosindfilos variou de 125 a 580 células/uL e nos
doentes de 95 a 1.150 células/uL. A semelhanca do constatado para basdfilos, a
contagem foi nula em varios momentos. Quanto ao nimero de mondcitos no grupo

sadio, a contagem foi nula na maioria dos animais. Apenas trés animais apresentaram
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este tipo celular, com 120, 280 e 440 mondcitos/pL, respectivamente. Nos caprinos
doentes 0 numero de mondcitos variou de 80 a 1.320 células/uL, estando ausente em

varios momentos.

Tabela 19. Médias e desvios-padrao das contagens de leucécitos (/uL x 10°) de caprinos
sadios e caprinos doentes atendidos no Hospital Veterinario da
FCAV/UNESP/Campus de Jaboticabal, no dia da internacao (M1) e nos cinco
dias subsequentes (M2 a M6).

Momento
Grupo
M1 M2 M3 M4 M5 M6
Grupo sadio 5,3+1,23"  50+1,42™  56+1,49"® 52+1,54"® 57+134™ 6,1+1,30™

Grupo doente
Artrite (devido a CAE) 7,043,122 6,8+2.83"  72+2,15% 69+210" 7,3+2,50°%% 7,1+223"
Mastite 12,7+4,12°% 11245465 13,0+3,81%° 11,0+34%® 97+31%° 87+2,8%
Ectima contagioso 6,6+2,5"  7,0+¢2,3"  6,1+1,8%  62+1,7%  69+1,9"  7,0+2,0"

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras mindsculas iguais na mesma linha ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P> 0,05).
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Figura 20. Médias das contagens de leucécitos (/uL x 10°) de caprinos sadios e
de caprinos com artrite (devido a CAE), mastite ou ectima contagioso,
no dia da internag&o (M1) e nos cinco dias subsequentes (M2 a M6).
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Tabela 20. Médias e desvios-padrdo das contagens de neutrofilos segmentados
(/uLx10% de caprinos sadios e de caprinos doentes atendidos no Hospital
Veterinario da FCAV/UNESP/Campus de Jaboticabal, no dia da internacao
(M1) e nos cinco dias subsequentes (M2 a M6).

Momento
Grupo
M1 M2 M3 M4 M5 M6
Grupo sadio 2,0+0,64™ 1,9+0,58™ 1,7+0,72* 2,1+0,85"® 230,64 2,2+0,71"

Grupo doente
Artrite (devido a CAE) 2,4+0,84" 2,6+0,76™ 28+0,81" 2,540,72" 29+0,83"*  2,8+0,70™
Mastite 5,4+1,87%% 51+1,23% 55+176% 51+1,80% 4.8+1,77%  45+1,60%
Ectima contagioso 2,141,117 244083 21+0,68" 2,240,89" 24+0,80"* 22+0,77"

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras mindsculas iguais na mesma linha nao diferem entre
si pelo teste de Tukey (P> 0,05).

6,0

5,5
8
S 5,0
©
Tt 4,5
gz
oo 40
33
w3 35
2 ~
= 3,0 1
e
2 o5 | ././'\./.\'
] /"/"\‘:.
Z 2,0 E ———

1,5 ‘ ‘ ‘

M1 M2 M3 w4 M5 M6
Momento (dia)
—&— Caprinos sadios —m— Caprinos com artrite devido a CAE
Caprinos com mastite Caprinos com ectima contagioso

Figura 21. Médias das contagens de neutréfilos segmentados (/uLx10°% de
caprinos sadios e caprinos com artrite (devido a CAE), mastite ou
ectima contagioso, no dia da internagdo (M1) e nos cinco dias
subsequentes (M2 a M6).
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Tabela 21. Médias e desvios-padrdo da contagem de linfécitos (/uLx10°) de caprinos
sadios e de caprinos doentes atendidos no Hospital Veterinario da
FCAV/UNESP/Campus de Jaboticabal, no dia da internagcao (M1) e nos
cinco dias subsequentes (M2 a M6).

Momento
M1 M2 m3 M4 M5 M6
Grupo sadio 3,14#1,01" 2,8+1,11% 32+1,28™ 2,9+41,01"* 3,0+1,33* 3,1x1,14™
Grupo doente
Artrite (devido a CAE)  3,0+1,49" 28+1,32" 3,0+1,19" 29+1,20" 31+1,07" 3,0+1,11™
Mastite 5,2+1,12%%  4.8+1,33% 53+1,55% 47+120% 40+1,08" 3,8+1,44™
Ectima contagioso 3,2+1,53%  34+134" 3,0+1,49" 31+1,66™ 3,3+1,46™ 29+1,22"

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras mindsculas iguais na mesma linha ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P> 0,05).

Grupo

Linfocitos (/uLx103)
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Momento (dias)

_

Figura 22. Médias das contagens de linfocitos (/uLx10° de caprinos sadios e
caprinos com artrite (devido a CAE), mastite ou ectima contagioso, no
dia da internacdo (M1) e nos cinco dias subsequentes (M2 a M6).
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5.3.2 Proteinograma sérico

Na Tabela 22 e Figura 23 sao apresentadas as concentracbes séricas de
proteina total de caprinos sadios e de caprinos doentes. Os animais acometidos por
mastite foram os Unicos que apresentaram concentragdes séricas de proteina total
significativamente elevadas em relacdo ao grupo sadio. Os valores mantiveram-se
estaveis até o quinto dia de internacdo (M5) quando comec¢aram a diminuir. Em
concordancia com o constatado nos animais acometidos por artrite (secundéria a CAE)
ou por ectima contagioso, PATELLI et al. (2008) ndo observaram alteragbes na
concentracao sérica de proteina total em caprinos infectados experimentalmente com
Trypanossoma evansi.

Nas Tabelas 23 a 27 e Figuras 24 a 28 sado apresentadas as concentracdes
séricas de cinco proteinas de caprinos sadios e de caprinos portadores de doenca
clinica aguda, que foram submetidas a analise estatistica devido a sua importancia
diagnostica. Sao elas: ceruloplasmina, transferrina, haptoglobina, ai-glicoproteina acida
e fibrinogénio.

Foi verificada elevagao na concentracao sérica de ceruloplasmina em todos os
animais do grupo doente. Nos caprinos com artrite secundaria a CAE foi verificado
aumento inicial nas concentracoes desta proteina de 5,4 vezes em relacao aos animais
sadios, apresentando um pico no M2 e decrescendo a partir dai. Diminuicdo
significativa, em relagdo ao inicio do experimento, sé foi observada no quarto dia de
estudo (M4) e no ultimo momento se obteve as menores concentragdes séricas de
ceruloplasmina, embora ainda elevadas em relagdo ao grupo sadio (Tabela 23 e Figura
24). SHARMILA et al. (2002), avaliando o efeito da infeccdo do virus da CAE na
expressdao de interleucina-6 (IL-6), concluiram que ocorreu aumento na expressao
dessa citocina nos animais infectados. A IL-6, assim como outras citocinas pro-
inflamatdrias quimiotéaticas, é responsavel pelo aumento da demanda de producéo e
liberagcao de PFAs na resposta de fase aguda. Talvez, por esta razao as concentragoes
de todas as PFAs avaliadas neste estudo tenham apresentado aumento sérico
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significativo no grupo de caprinos com artrite devido a CAE, como pode ser observado
nos resultados aqui relatados.

Tabela 22. Médias e desvios-padrao das concentracoes séricas de proteina total
(g/dL) de caprinos sadios e caprinos doentes atendidos no Hospital
Veterinario da FCAV/UNESP/Campus de Jaboticabal, no dia da internacao
(M1) e nos cinco dias subsequentes (M2 a M6).

Momento
Grupo
M1 M2 M3 M4 M5 M6
Grupo sadio 6,1£0,66™ 5,9+0,58™ 5,8+0,61" 6,1+0,55"® 6,2+0,71"® 6,0+0,60™

Grupo doente
Artrite (devido a CAE) 6,540,815  6,3+0,72°% 6,2+0,66"%* 6,4+0,70"% 6,5+0,67"* 6,3+0,70"
Mastite 7,0£0,67%  6,9+0,71%%  6,7+0,75%  6,840,60%* 6,7+0,66" 6,5+0,59"
Ectima contagioso  6,3+0,59"%® 6,1+0,63%% 6,0+0,66"%* 6,1+0,77°% 6,2+0,81"® 6,1+0,58™

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras minlsculas iguais na mesma linha nao diferem
entre si pelo teste de Tukey (P> 0,05).
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Figura 23. Médias das concentracoes séricas de proteina total (g/dL) de
caprinos sadios e caprinos com artrite (devido a CAE), mastite ou
ectima contagioso, no dia da internacdo (M1) e nos cinco dias
subsequentes (M2 a M6).
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Tabela 23. Médias e desvios-padrdao das concentracbes séricas de ceruloplasmina
(mg/dL) de caprinos sadios e caprinos doentes atendidos no Hospital
Veterinario da FCAV/UNESP/Campus de Jaboticabal, no dia da internagcao

(M1) e nos cinco dias subsequentes (M2 a M6).

Momento

M1 M2 m3 M4 M5 M6
Grupo sadio 9,243 53"  11,3#3,77"® 9,8+2,95™ 123+3,11" 10,9+3,44™ 13,03,16™
Grupo doente

Artrite (devido a CAE)  49,6+6,75°* 54,0+8,22%% 50,1+7,33%%  40,645,15°® 37,5+4,66% 31,3+4,03%

Mastite 83,7+7,45%® 90,7+8,33°* 84,5+6,65°® 73,1+7,32%° 60,9+589°° 52,7+6,12%

Ectima contagioso ~ 31,5+4,09°% 34,6+3,76" 29,6+3,03™ 30,2+3,67™° 25,6+3,34™ 24,5+385"

Grupo

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras mindsculas iguais na mesma linha néao diferem entre
si pelo teste de Tukey (P> 0,05).
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Figura 24. Médias das concentracées séricas de ceruloplasmina (mg/dL) de
caprinos sadios e caprinos com artrite (devido a CAE), mastite ou
ectima contagioso, no dia da internacdo (M1) e nos cinco dias
subsequentes (M2 a M6).
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Os animais acometidos por mastite apresentaram as maiores elevacdes na
concentracao sérica de ceruloplasmina, com aumento de 9,1 vezes em relagdo ao
grupo sadio. Foi constatado um pico nas concentragdes séricas no segundo dia de
internagdo (M2), decrescendo posteriormente. Valores significativamente menores sé
foram observados no quarto momento experimental (M4) e, embora as concentragdes
séricas tenham diminuido, ainda apresentaram-se elevadas em relacdo aos animais
sadios (Tabela 23 e Figura 24). A literatura verificada n&o revelou estudos acerca do
assunto, corroborando o relato de ECKERSALL (2006) que afirmou haverem poucos
estudos com PFAs em ruminantes que nao sejam da espécie bovina.

Os caprinos com ectima contagioso mostraram resposta mais branda dos niveis
de ceruloplasmina, porém aumentos significativos em relagdo ao grupo sadio foram
verificados. Inicialmente foi constatado aumento de 3,4 vezes, oscilando ao longo do
periodo experimental e alcancando valores semelhantes aos do grupo sadio no ultimo
momento de estudo (M6) (Tabela 23 e Figura 24). HAIG et al. (2002), em revisao sobre
os efeitos imunomoduladores do virus do ectima contagioso, um poxvirus, € a resposta
imune do hospedeiro, afirmaram que a interleucina-10 (IL-10) virica inibe a produgao e
atividade do interferon hospedeiro, além de suprimir a producao de citocinas, dentre
elas o FNT-a, IL1-B, IL-2 e IL-8, por macrofagos e queratindcitos ativados, permitindo,
dessa forma, a replicagéo do virus nas células hospedeiras. Sabe-se que a producao
de PFAs pelos hepatdcitos é mediada por estas citocinas. Desta forma, além do fato do
ectima contagioso ser uma doenca de tipica resposta imune local e ndo sistémica, esta
inibicdo da producgédo e liberagdo de citocinas pode contribuir para a supressao de
producao e liberacdo de PFAs, resultado que foi constatado nesta pesquisa nos
animais acometidos por ectima contagioso.

Nas concentragbes séricas de transferrina, ndo foi observada alteracéo
estatisticamente significativa entre doentes e sadios, embora biologicamente tenha sido
verificado diminuicao desta PFA negativa em todos os doentes (Tabela 24 e Figura 25).

No que tange as concentragbes séricas de haptoglobina, os animais com artrite
secundaria a CAE apresentaram aumento inicial de 6,7 vezes em relacao aos sadios,
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apresentando um pico no segundo dia de internacao (M2), decrescendo
posteriormente, embora este decréscimo nao tenha se convertido em diminuigéo

significativa em relacao as concentracoes iniciais (Tabela 25 e Figura 26).

Tabela 24. Médias e desvios-padrdo das concentracbes séricas de transferrina
(mg/dL) de caprinos sadios e caprinos doentes atendidos no Hospital
Veterinario da FCAV/UNESP/Campus de Jaboticabal, no dia da
internacdo (M1) e nos cinco dias subsequentes (M2 a M6).

Momento
Grupo
M1 M2 M3 M4 M5 M6
Grupo sadio 233+22"%  240+25™ 245+29" 240430  232+24™ 241+18™

Grupo doente
Artrite (devido a CAE) ~ 222+35" 220+30"® 231+38"* 225+26™  230+20"° 23543172
Mastite 214+33%  219+27" 227430" 232+24" 230436 24130
Ectima contagioso ~ 229+26** 233+22" 230+28"% 234433  227+25" 235+25"

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras mindsculas iguais na mesma linha nao
diferem entre si pelo teste de Tukey (P> 0,05).
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Figura 25. Médias das concentracdes séricas de transferrina (mg/dL) de caprinos
sadios e caprinos com artrite (devido a CAE), mastite ou ectima

contagioso, no dia da internacao (M1) e nos cinco dias subsequentes
(M2 a M6).
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Os caprinos com mastite apresentaram elevagdes consistentes de haptoglobina,
verificando-se um pico no terceiro dia de internacado (M3), refletido num aumento de 8,8
vezes em relagdo ao grupo sadio. Posteriormente, as concentracées decresceram, so
apresentando valores significativamente menores em relagdo aos valores iniciais no
ultimo momento experimental (M6), embora ainda fossem maiores que as dos animais
sadios (Tabela 25 e Figura 26).

Os caprinos com ectima contagioso mostraram resposta mais branda quanto ao
aumento de haptoglobina, embora significativa em relacdo ao grupo sadio. Verificou-se
elevacao sérica inicial de 3,3 vezes, oscilacoes entre o M2 e M4 e a partir dai
decréscimo das concentragdes séricas (Tabela 25 e Figura 26).

Este comportamento varidvel de uma mesma PFA em diferentes enfermidades ja
foi descrito por BAUMANN et al. (1989), que demonstraram que combinagdes diferentes
de citocinas — dentre elas IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 e FNT-a — induzem a producao de
diferentes PFAs em hepatocitos de ratos. CONNER et al. (1988) salientaram ainda que,
nem todas as PFAs sdo igualmente sensiveis e rapidas quanto a sua resposta a um
“fator desencadeante”. Portanto, € esperado que cada proteina reaja distintamente para
cada tipo de enfermidade, sendo necessdrio cada vez mais pesquisas envolvendo
variados tipos de doengas. Como exemplo, PATELLI et al. (2008), estudando caprinos
com tripanossomiase experimentalmente induzida, relataram n&o ter sido observada
nenhuma alteracdo significativa quanto as concentragdes séricas de haptoglobina,
discordando dos resultados observados em todos os animais doentes do presente
trabalho.

A concentragdo média de ai-glicoproteina acida nos animais acometidos por
artrite secundaria a CAE mostrou aumento inicial de 4,1 vezes em relacdo aos animais
sadios, decrescendo ao longo do estudo, embora s6 tenha sido constatada diminuicao
significativa no ultimo dia de estudo (M6) (Tabela 26 e Figura 27). A a;—glicoproteina
acida ja foi encontrada em altas concentracées em pacientes humanos com artrite
(HAVENAAR et al. 1997), embora estudos envolvendo a expressao desta PFA em
caprinos acometidos por artrite devido a infec¢ao pela CAE provavelmente s6 tenha
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sido reportada por CECILIANI et al. (2009) até entdo. Estes autores afirmaram que o
modelo de infec¢gdo para artrite provocada pelo virus da CAE é satisfatoriamente
exequivel para avaliacdo da expressao local, ou seja articular, de as—glicoproteina
acida. Os autores concluiram que, frente ao modelo experimental, a concentragédo
sérica desta proteina ndo se mostrou alterada nos animais com artrite e que a
expressdao de mRNA de as—glicoproteina acida foi expressa em niveis basais nas
células sinoviais durante a fase aguda da artrite. Segundo os autores, esta proteina nao
deve ser considerada um marcador de fase aguda para esta doenga, embora
possivelmente, a atividade de ajs—glicoproteina acida durante a infeccao pela CAE
esteja modificada quando comparada a animais sadios. A conclusdo destes autores
discorda dos resultados observados neste estudo, embora aqui estejamos tratando de
animais com infeccao de ocorréncia natural. A concentracdo sérica de a;—glicoproteina
acida mostrou-se significativamente elevada em relacao aos caprinos sadios, durante
todo o periodo experimental, podendo-se inferir que esta PFA mostrou ser um confiavel
biomarcador de inflamacdo em casos de artrite caprina secundaria a CAE. Fato
interessante é que CECILIANI et al. (2009) admitem que, embora em sua pesquisa a
concentracdo sérica de aj—glicoproteina é&cida ndo tenha se mostrado
significativamente elevada nos animais acometidos, quando comparada a animais
sadios, ela pode apresentar atividade diferenciada.

Os caprinos com mastite, inicialmente apresentaram aumento sérico de ai-
glicoproteina é&cida de 5,1 vezes em relacdo ao grupo sadio. No quarto dia de
internagdo (M4) foi verificada diminuigdo significativa em relacdo as concentragoes
iniciais € no ultimo momento foi constatada a menor concentracdo sérica, embora ainda
significativamente mais elevada que no grupo sadio (Tabela 26 e Figura 27).

Nos animais com ectima contagioso, o aumento sérico de as-glicoproteina acida
foi de 2,1 vezes em relacdo aos sadios. Foi observado decréscimo ao longo do periodo
experimental, sendo a diminuicdo sérica significativa somente no penultimo dia de

acompanhamento (M5), mantendo-se estavel até o M6 (Tabela 26 e Figura 27).
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Quanto as concentracdes plasmaticas de fibrinogénio, nos caprinos acometidos
por artrite secundaria a CAE, as concentragdes mantiveram-se elevadas durante todo o
periodo de estudo. Foi constatado um pico no terceiro dia de internacao (M3), quando
se registrou aumento de 1,9 vezes em relagdo ao grupo sadio, decrescendo a partir dai,
embora ndo o suficiente para ser significativamente menor que as concentragbes
verificadas no inicio do acompanhamento (M1) (Tabela 27 e Figura 28). SCHMIDT et al.
(2007) nao observaram aumento na concentracado plasmatica de fibrinogénio em cabras
soropositivas para CAE quando comparadas a animais soronegativos. No entanto,
estes autores nao descreveram alteragdes clinicas nos animais utilizados, ao contrario
do que foi feito na pesquisa em questao, em que todos os animais acometidos por CAE
eram também portadores de quadro agudo de artrite.

Os animais com mastite apresentaram as maiores concentracdes plasmaticas de
fibrinogénio, sendo constatado um pico no terceiro dia (M3), aumento de 2,5 vezes em
relacdo ao grupo sadio. A partir dai observou-se decréscimo das concentracdes
plasmaticas, porém nao foi convertido em diminuicdo significativa em relagdo aos
valores verificados inicialmente (M1) (Tabela 27 e Figura 28).

Nos animais com ectima contagioso, a maior concentracdo plasmatica de
fibrinogénio foi registrada no segundo dia de internacao (M2), um aumento de 1,5 vezes
em relacao aos animais sadios, com posterior decréscimo. No entanto, mesmo com o
decréscimo, no ultimo momento experimental (M6) as concentragdes plasmaticas nao
diferiram significativamente dos valores constatados no primeiro dia de estudo (M1)
(Tabela 27 e Figura 28).

Nao foram encontrados na literatura compilada estudos que discutissem o
comportamento do fibrinogénio plasmatico em caprinos acometidos por mastite ou por

ectima contagioso.



Tabela 25. Médias e desvios-padrao das concentragdes séricas de haptoglobina (mg/dL)
de caprinos sadios e caprinos doentes atendidos no Hospital Veterinario da
FCAV/UNESP/Campus de Jaboticabal, no dia da internacdo (M1) e nos cinco
dias subsequentes (M2 a M6).
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Momento
Grupo

M1 M2 M3 M4 M5 M6

Grupo sadio 20,7+3,09"  225+3,17° 19,8+3,01" 21,0£2,87"® 23,1+3,18" 20,5+3,03™
Grupo doente
Artrite (devido a CAE) 13942152 14542652 141+29%% 13542358 126430%% = 112+21%
Mastite 160+25°2 168+26°° 175+30%% 15142658  139+325%®  127+24%
Ectima contagioso 69,048,7°  61,6+7,9°°  65,1+8,3"*  60,9+6,8°® 56,4+6,0°® 50,3+6,3%°

Médias seguidas de letras mailUsculas iguais na mesma coluna e letras mindsculas iguais na mesma linha nao diferem entre
si pelo teste de Tukey (P> 0,05).
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Figura 26. Médias das concentracdes séricas de haptoglobina (mg/dL) de
caprinos sadios e caprinos com artrite (devido a CAE), mastite ou
ectima contagioso, no dia da internacdo (M1) e nos cinco dias
subsequentes (M2 a M6).



Tabela 26. Médias e desvios-padrdo das concentragbes séricas de as-glicoproteina
acida (mg/dL) de caprinos sadios e caprinos doentes atendidos no Hospital
Veterinario da FCAV/UNESP/Campus de Jaboticabal, no dia da internacao
(M1) e nos cinco dias subsequentes (M2 a M6).
Momento
Grupo
M1 M2 M3 M4 M5 M6
Grupo sadio 7,4£2,7% 9,2+22"  9,0+2,03" 8,6+1,93" 9,5¢2,09" 8,3+1,97"

Grupo doente
Artrite (devido a CAE) ~ 30,4455%%  31,745,8% 285+4,7%% 30,3451 27,8+4,7%% 215+4,0%

Mastite

38,1+4,8°2  33,9453%® 372+450%% 31,8447 30,2+4,9°° 256+4,0°

Ectima contagioso 15,4+2,3%2  142+21%® 16,126 151+1,9°% 122415 11,4+1,8™®

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras minusculas iguais na mesma linha n&o diferem
entre si pelo teste de Tukey (P> 0,05).
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Figura 27. Médias das concentragbes séricas de aj-glicoproteina acida

(mg/dL) de caprinos sadios e caprinos com artrite (devido a CAE),
mastite ou ectima contagioso, no dia da internacao (M1) e nos cinco
dias subsequentes (M2 a M6).
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Tabela 27. Médias e desvios-padrao das concentracdes plasmaticas de
fibrinogénio (mg/dL) de caprinos sadios e caprinos doentes
atendidos no Hospital Veterinario da FCAV/UNESP/Campus de
Jaboticabal, no dia da internacdo (M1) e nos cinco dias subsequentes

(M2 a M6).
Momento
Grupo
M1 M2 M3 M4 M5 M6
Grupo sadio 379+41"%  382+44™  375+36™  402+49™  391+45™  432+51™

Grupo doente
Artrite (devido a CAE)  677+66°*  702+72%%  721+83%%  691+72%%  682+469% 61175
Mastite 883+92°%  907+98%®  923+94°*  886+91°®  875+83°  845+90%
Ectima contagioso ~ 498+57°®  554+60°%  522+63°* 4784517 494453  470+48"

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras minUsculas iguais na mesma linha nao
diferem entre si pelo teste de Tukey (P> 0,05).
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Figura 28. Médias das concentracdes plasmaticas de fibrinogénio (mg/dL) de
caprinos sadios e caprinos com artrite (devido a CAE), mastite ou
ectima contagioso, no dia da internacdo (M1) e nos cinco dias
subsequentes (M2 a M6).
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6. CONCLUSOES

Nas trés espécies ruminantes estudadas, o proteinograma sérico obtido através
da técnica de eletroforese SDS-PAGE, mostrou-se mais util como exame complementar
ao diagnéstico das enfermidades avaliadas que o leucograma.

Na espécie bovina, dentre as proteinas de fase aguda positivas, a haptoglobina
teve destaque quanto a sua resposta sérica frente as trés enfermidades estudadas.
Ceruloplasmina, as—glicoproteina acida e fibrinogénio demonstraram moderada
atividade.

Na espécie ovina as proteinas de fase aguda ceruloplasmina, haptoglobina e a—
glicoproteina acida mostraram moderada atividade frente as enfermidades avaliadas.
Fibrinogénio apresentou importancia minoritaria nesta espécie.

Na espécie caprina, os animais acometidos por ectima contagioso néo
apresentaram boa responsividade quanto a alteragdes nas concentragdes séricas das
proteinas de fase aguda frente as enfermidade estudadas. Ceruloplasmina,
haptoglobina e ai—glicoproteina &cida se destacaram como biomarcadores de foco
inflamatério/infeccioso em animais acometidos por artrite secundaria a CAE e mastite.
Fibrinogénio mostrou importancia minoritaria nesta espécie.

Transferrina comportou-se biologicamente como PFA negativa em todos os
grupos estudados, embora tenha apresentado significancia estatistica apenas em

bovinos acometidos por mastite.
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APENDICE

SOLUCOES EMPREGADAS NA ELETROFORESE (SDS-PAGE)

GEL DE SEPARACAO A 10%

v

AR N N N S RN

11,9 mL de agua deionizada

5,9 mL de Tris HCI 2 M, pH 8,8 £ 0,1

10,5 mL de Acrilamida/Bis (30% T/ 1,87 C)

1,7 mL de glicerol

0,63 mL de EDTA 0,5 M, pH 8,3 £ 0,1

0,63 mL de lauril sulfato de sédio (SDS) a 10%

242 ulL de persulfato de aménio a 10% (preparado no dia do uso)
27 uL de TEMED

GEL DE EMPILHAMENTO A 4%

v

SN N N SR VR

3,95 mL de agua deionizada

0,6 mL de Tris HCI 0,617 M, pH 6,8 £ 0,1

1 mL de Acrilamida/Bis (30% T/ 1,87% C)

300 uL de glicerol

123 uL de EDTA 0,5 M, pH 8,3 + 0,1

123 plL de lauril sulfato de sodio (SDS) a 10%

60 uL de persulfato de aménio a 10% (preparado no dia do uso)
13 uL de TEMED

TRIS HCI -2 M - pH 8,9 (GEL DE CORRIDA)

Tris Base ....

Completar para 500 mL com agua deionizada.

99



100

Acertar para pH 8,9;
Filtrar a solugcéo e guardar em geladeira.

TRIS HCI 0,617 M (GEL EMPILHADOR)

IS = 7= 1T 7,475¢
Completar para 100 mL com agua deionizada.

Acertar para pH 6,8;

Filtrar a solug&o e guardar em geladeira.

ACRILAMIDA/BIS (30% T / 1,87% C)

Yo =T 01T b= PSPPSR PPPPPPPPPPPN 73,69
N,N metileno DiSacrilamida ...........oiiiieieiiiieee e e e e e e e e e eees 1,49
Completar para 250 mL com agua deionizada;

Aquecer se necessario.

EDTAO0,5M

(Etilenodinitrilo) acido tetracético tetrassOdiCo ..........cocvveeriieiiiiiiiiciiieeeee e 19,01¢g
Completar para 100 mL com agua deionizada.

Acertar para pH 8,3.

LAURIL SULFATO DE SODIO (SDS) 10%
Lauril SUIfAt0 A€ SOTIO .....eeiiiiiiiie e 10,09

Completar para 100 mL com agua deionizada.

COOMASSIE BLUE 0,2% (BRILLIANT BLUE R - 250)

V{12 7= T g Lo | R 500 mL
ACIAO BCEHCO oo e e, 100 mL
AQUA DIAESHIAAR ...ttt 400 mL

Coomassie blue (Brilliant blu€ R) ....ooeiiiieieeeeee e 2,09
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Deixar em repouso durante duas horas e filtrar.

GEL MIX (TAMPAO DA AMOSTRA PARA PROTEINAS DESNATURADAS)

Lauril sUlfato de SOTIO 100 .uuuniieee e e e e e e e eraa e e e eeaans 10,0 mL
D 0 8 T 1Y SRR 4,0 mL
Tris fosfato 0,617 M, PH 6,8 .....uuuniiii e 5,0mL
MerCaptoetanOl .........ooooiiiiiiiii e 3,0 mL
(G [ToT=1 o) PP 10,0 mL
AQUA DEIONIZATA ..., 18,0 mL
Azul de bromofenol (Bromphenol BIUE) ..........coviiiiiiiiiiiiiie e 5,0 mg

Separar em fragdes de uso (450 ou 900 uL) — manter no freezer até o momento do uso.

PERSULFATO DE AMONIA 10%

Persulfato de @amONia .........o i 0,1g
AQUA AEIONIZATA ...ttt 1,0 mL
(Preparar no momento da confecgéao do gel).

DESCORANTE
/<7 = U o 250,0 mL
ACIAO BCBHICO .o, 100,0 mL

Completar para 1.000 mL com agua deionizada.
Para acelerar o processo de descoloracao, os géis podem ser colocados em estufa a
40°C.

TAMPAO DE CORRIDA CONCENTRADO (10X)
BN P4 g =T = = =T X 63,29
GlICING .o 39,99
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Completar para 1.000 mL com agua deionizada.
Obs: para 0 uso na corrida usar o tampao de corrida diluido.

TAMPAO DE CORRIDA DILUIDO (tampao de uso na cuba)
Medir 100 mL do tampao de corrida concentrado (10X) e completar o volume para
1.000 mL.

PREPARACAO DAS ALIQUOTAS DO MARKER E DAS PROTEINAS PURIFICADAS
8 uL de marker
2 uL de gel mix

Congelar até o momento do fracionamento ou preparar na hora do uso.

PBS — CALCIO FREE (TAMPAO FOSFATO SALINA)

=2 2,09
(] SR 0,0625¢g
N P L i 124 o O S 0,2875¢g
[ Y SRR 0,050 g

Completar para 250 mL com agua deionizada.
Ajustar pH para 7,2 — conservar em geladeira.
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