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PROTEINOGRAMA SERICO DE CORDEIROS NASCIDOS A TERMO OU
PREMATUROS

RESUMO - Ao final da gestacdo o neonato deve estar preparado, por meio de
modificacdes funcionais e estruturais de 6rgaos e sistemas para dar inicio a vida
extra-uterina. Os animais prematuros nascem antes deste processo estar
completo, apresentando falhas na maturacdo. O objetivo deste estudo foi tentar
identificar por meio da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida em
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) proteinas de fase aguda, dentre elas,
albumina, ceruloplasmina, transferrina, haptoglobina, glicoproteina é&cida e
imunoglobulinas A e G, que possam indicar a matura¢cao no neonato prematuro.
Os cordeiros foram divididos em seis grupos experimentais (parto normal,
cesarea a termo, cesarea prematura, cesarea prematura com administracao pré-
parto materna de dexametasona, cesarea com administracdo de surfactante nos
prematuros e cesarea prematura com administracdo pré-parto materna de
dexametasona e surfactante ao neonato). Os resultados indicaram que apos a
administracdo de colostro, independente do tratamento, os valores séricos de
proteina total e imunoglobulinas G aumentaram, indicando que ha transferéncia
de imunidade passiva através do trato gastrointestinal. A transferrina tem seus
teores superiores em animais com idade gestacional superior, demonstrando

potencial para ser utilizado como marcador de maturacado neonatal.

Palavras-chave: neonatologia, cordeiros, eletroforese, proteina, transferrina.
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SERUM PROTEIN CONCENTRATION OF LAMBS BORN AT TERM OR
PREMATURE

ABSTRACT - At the end of gestation the neonate should be prepared, with
functional and structural modifications of organs and systems to initiate
extrauterine life. Premature animals are born before this process is complete,
presenting maturation failures. The aim of this study was to identify an acute
phase protein, such as albumin, ceruloplasmin, transferrin, haptoglobin, acid
glycoprotein and immunoglobulins A and G, that demonstrates that different
treatments indicate a maturation in the premature neonate using sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis technique (SDS-PAGE). The lambs
were divided into six experimental groups (normal birth, full-term cesarean
section at normal time of gestation, premature cesarean section, premature
cesarean section whose mothers received prepartum dexamethasone, cesarean
section giving surfactante to the prematures and premature cesarean giving
prepartum dexamethasone to the mothers and surfactant to the neonate). The
results indicated that after administration of colostrum, regardless of treatment,
total serum protein and immunoglobulins increased, showing the transfer of
passive immunity through the gastrointestinal tract. Transferrin has higher levels
in animals with higher gestational age, demonstrating potential as a marker of

neonatal maturation.

Keywords: neonatology, lambs, eletrophoresis, protein, transferrin.
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

REVISAO BIBLIOGRAFICA

A adaptacdo a vida extra-uterina € um processo biolégico que envolve
modificacdes funcionais em todos os 6rgaos e sistemas do neonato, permitindo
sua sobrevivéncia, uma vez que é separado da unidade materna Utero-
placentaria. Os aspectos mais importantes para esta transi¢ao feto-neonatal séo:
expansao pulmonar para a realizacdo das trocas gasosas; estabelecimento de
circulacao estavel e similar a um adulto; manutencéo da temperatura corporal e
por fim, a adaptacdo metabdlica a vida extra-uterina (TEIXEIRA et al., 2007).

Ao final da gestacdo, diversos 6rgaos fetais sofrem alteracdes reguladas
pelo cortisol fetal, tais como a maturagcdo pulmonar com secrecao de material
surfactante, a producdo de glicose a partir de reservas de glicogénio e da
gliconeogénese, e 0 aumento na producao de triiodotironina e catecolaminas,
para aumentar o metabolismo e manter a temperatura corpérea. Portanto, no
prematuro, além da imaturidade dos diversos 6rgdos, a menor liberacdo de
cortisol pode influenciar os fatores metabdlicos vitais para a sobrevivéncia do
recém-nascido (JAINUDEEN; HAFEZ, 2004). A maturacao dos 6rgaos e tecidos
fetais € mais rapida durante as ultimas duas semanas de gestacdo, na
preparacao final para os ajustes fisiolégicos que sdo necesséarios a vida do
cordeiro apés expulsdo do utero ao nascimento (MELLOR, 1991).

O sistema respiratério € o0 mais importante a ser considerado na
abordagem do paciente prematuro, visto que seu desenvolvimento completo
ocorre apenas no final da gestacdo. Em muitos casos, as anormalidades
respiratorias resultam de deficiéncia do pulmao em realizar a transicdo completa
de um érgdo colapsado, cheio de fluido, para uma estrutura cheia de ar,
responsavel por trocas gasosas suficientes para todo o corpo (VAALA; HOUSE,
2006). O pulmao fetal deve estar apto a realizar trocas gasosas fora do Uutero,
neste periodo (DETWEILER; RIEDESEL, 1993; NELSON, 1994). Os

pneumacitos tipo Il produzem quantidades suficientes de surfactantes que serdo



12

responsaveis pela estabilidade alveolar ap6s o nascimento (FREDDI et al., 2003;
REBELLO et al.,, 2002). A composi¢cdo quimica do surfactante pulmonar é
semelhante entre as espécies de mamiferos (SHELLEY et al.,1994).

Logo apos o parto, a respiracdo por fluido do feto deve rapidamente se
tornar respiracéo aérea, j4 que cessam as trocas gasosas pela placenta; e, para
isso, € necessaria a maturacdo pulmonar, o estabelecimento da respiracdo
pulmonar e ajuste cardiovascular (MELLOR, 1991).

A maturacdo do pulméo envolve ndo apenas a maturacdo do sistema
surfactante, mas também a diminuicdo da espessura da barreira capilar alveolar,
diminuicdo na permeabilidade alveolar epitelial e a maturacéo da parede toracica
(VAALA; HOUSE, 2006).

O periodo gestacional da ovelha varia de 145 a 148 dias (JAINUDEEN;
HAFEZ, 2004). Os animais prematuros sdo aqueles nascidos a partir de 137
dias, porém quanto mais proximo o parto de um periodo gestacional normal,
maior a sobrevida dos cordeiros (MOBINI et al., 2004).

Cordeiros prematuros, nascidos com 135 dias de gestacdo, apresentam
severa deficiéncia de surfactante pulmonar, o que pode acarretar um quadro de
hipoxemia, dismaturidade, infeccdo, depressdao ou fraqueza (ventilacao
diminuida), aspiracdo de meconio, enfisema bolhoso, hérnias e outras causas
de fluido toracico ou massas teciduais (CEBRA; CEBRA, 2002).

O uso de corticosteroides nas mées no pré-parto € uma pratica rotineira
na medicina humana e reduz a incidéncia de sindrome do desconforto
respiratorio no recém-nascido, que € caracterizada como estado transitorio de
deficiéncia de surfactante e imaturidade estrutural dos pulmdes (AGRONS et al.,
2005; AVERY; MEAD, 1959; GLADSTONE et al., 1990). Em ovinos, a
administracdo materna da dexametasona previamente ao parto mostrou-se
eficaz na reducao da taxa de mortalidade em cordeiros prematuros por promover
melhora na condic&o clinica desses animais (AVILA et al., 2014).

As acgbes do glicocorticéide sao: realizar maturagéo estrutural pulmonar,

estimular a producdo do fosfolipidio do surfactante por pneumocitos tipo I,
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facilitar a expressdo de proteinas associadas ao surfactante e diminuir a
permeabilidade microvascular (AGRONS et al., 2005; VAALA; HOUSE, 2006).

A utilizacdo no pré-parto da dexametasona pode ser de grande valia na
maturacdo pulmonar dos cordeiros, ja que, exerce 0s mesmos efeitos
observados em outras espécies, estimulando a producdo de fosfolipidio do
surfactante por células alveolares tipo Il, facilitando a expressdo de proteinas
associadas ao surfactante, diminuindo a permeabilidade microvascular,
acelerando a maturacao pulmonar estrutural (VAALA; HOUSE, 2006).

Os surfactantes sintéticos e naturais sdo efetivos na prevencdo e
tratamento da sindrome do desconforto respiratério neonatal, promovendo ndo
somente melhora rapida nos niveis gasosos pulmonares, mas também aumento
da complacéncia pulmonar (GASTIASORO-CUESTA et al., 2006). Testes
clinicos que comparam ambos o0s surfactantes se mostraram controversos, mas,
de forma geral, aqueles derivados de animais foram mais eficazes (CUMMINGS
etal., 1992; IKEGAMI et al., 1981; IKEGAMI; JOBE, 2002). Estudos descreveram
os beneficios da utilizacdo de multiplas doses em relacdo a uma Unica aplicacéo
(SOLL; OZEK, 1999), tratamento precoce ao invés de tratamento tardio e seletivo
(YOST; SOLL, 1999), e o uso de surfactantes naturais sobre os sintéticos (SOLL;
BLANCO, 2001).

A terapia com surfactantes em humanos reduziu a mortalidade neonatal
com os melhores resultados obtidos em tratamentos profilaticos e precoces com
surfactantes naturais em recém-nascidos prematuros, com risco de
desenvolverem sindrome do desconforto respiratorio (HALLIDAY, 2008).
Estudos realizados por longos periodos ndo identificaram aumentos na
incidéncia de sequelas pulmonares ou neuroldgicas em criangas sobreviventes
(SINN et al., 2002).

Entretanto, na medicina veterindria os estudos com a utlizacdo do
surfactante em cordeiros prematuros nédo foram eficazes, sugerindo seu uso
apenas se associado, por exemplo, a administracdo de dexametasona no
periodo pré-parto nas maes. (BOVINO, 2015; SILVA, 2012).
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Cordeiros prematuros podem ser utilizados como modelo experimental
para diversos estudos de imaturidade pulmonar em neonatos humanos
(BJORKLUNG et al., 2001; SOZO et al., 2006) destinando pouco enfoque em
animais pecuarios (AVILA, 2013).

As proteinas sdo macromoléculas compostas por aminoacidos com
ligacOes covalentes, podendo ser polares ou apolares, de acordo com o pH,
devido a distribuicdo elétrica resultante das ligacdes covalentes ou idnicas de
grupos estruturais (SILVA et al., 2008).

O metabolismo e a quantidade de proteinas séricas nos neonatos sofrem
influéncia de diversos fatores, destacando a ingestao do colostro e a idade. Ao
nascimento, principalmente potros e ruminantes, exibem baixos teores protéicos
e apos receberem o colostro, apresentam aumento no total das proteinas devido
a absorcdo intestinal de macromoléculas, incluidas as imunoglobulinas
(BUTLER, 1969; COSTA et al., 2008; FELDMAN et al., 2000). Iniciando seguido
de gradativa diminuicdo das taxas séricas de proteinas, decorrente do
catabolismo das imunoglobulinas adquiridas passivamente do colostro materno,
com posterior estabilizacdo que reflete a producao endégena de imunoglobulinas
pelo neonato (HUSBAND et al., 1972; TENNANT; GUERRA, 1969).

A eletroforese de proteinas séricas € um método laboratorial simples para
separar as proteinas presentes no plasma em fragdes, de acordo com suas
respectivas cargas elétricas (SILVA et al., 2008). O fracionamento eletroforético
representa um dos mais confiaveis métodos de identificacdo e quantificacéo das
proteinas dos fluidos corporais (ECKERSAL, 2008). Os principios sdo baseados
nos conhecimentos da composi¢cdo quimica das proteinas e nos fatores como
carga elétrica e peso molecular, que determinam sua migracao eletroforética
(NAOUM, 1990).

A separacao das fracfes proteicas ocorre a medida que estas correm do
p6lo negativo (catodo) para o positivo (&nodo). Com a coloragdo adequada, é
possivel revelar onde ha maior concentracdo das fracdes, visualizando-se as
bandas protéicas (SILVA et al., 2008). Durante o processo da eletroforese, deve-

se manter o pH do meio constante com uso de solu¢cbes tampao, pois as
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proteinas possuem caracteristica anfétera, ou seja, alteram sua carga
dependendo do pH em que se encontram (BRAMMER, 2001).

O uso da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) é relativamente simples e de baixo custo,
possibilitando a detecgéo de concentragdes proteicas extremamente baixas e a
identificacdo de 20 a 30 proteinas, utilizando-se microquantidade de amostra,
enguanto outras técnicas utilizadas como a fita de acetato de celulose ou filme
de agarose permitem apenas a identificacdo de cinco a sete grupos de proteinas
(EDINGER et al., 1992; GORDON,1995; MATTEWS, 1982). Além disso, o gel de
poliacrilamida € livre de cargas elétricas, ao contrario de outras matrizes,
fornecendo bandas proteicas nitidas (GORDON, 1995).

A primeira resposta do sistema imunolégico a um estimulo nocivo € a
inflamacé&o. Quando infecc¢des e lesdes teciduais superam as defesas locais, o
organismo responde ativando uma ampla resposta sistémica (GABAY;
KUSHNER, 1999). Isto é conhecido como reacdo de fase aguda, onde ha uma
inflamacdo aguda e cronica, distantes do local da inflamacdo, envolvendo
diversos 6rgaos, com alteracdes fisioldgicas e bioquimicas, que expressam
diversas proteinas, cada uma com seu aumento ou diminui¢édo do teor sérico, as
chamadas proteinas de fase aguda (CECILIANI et al., 2002; MURATA et al.,
2004). As funcbes das principais proteinas estéo descritas na Tabela 1.

Frente a um estimulo, as proteinas de fase aguda podem ser classificadas
em positivas ou negativas. As proteinas de fase aguda positivas sdo aquelas que
aumentam seus niveis frente a um estimulo, por exemplo glicoproteina acida,
ceruloplasmina, haptoglobina. As de fase aguda negativa tem seus niveis
plasmaticos diminuidos frente a um desafio, sdo exemplo delas a albumina e a
transferrina (HEINRICH et al., 1990; MARTINEZ-SUBIELA et al., 2001).

A albumina é a mais abundante proteina sérica, sintetizada e excretada
pelos hepatdécitos e tem como fungcdo armazenar e transportar outras proteinas
para inGmeros componentes enddgenos e exdgenos. E responsavel pela
regulacdo da pressdo osmatica. Seus valores podem estar aumentados em

casos de desidratacdo e diminuidos nos casos de doencas que afetam figado,
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rins e trato gastrointestinal, mé nutricio e hemorragias (ECKERSALL, 2008;
KRAGH-HANSEN, 1981).

A glicoproteina acida é uma proteina positiva, que nédo tem suas funcdes
bioldgicas totalmente elucidadas; sabe-se que ela atua no transporte de alguns
metabolitos enddgenos no plasma, na atividade imunomoduladora através da
inibicAo da fagocitose, ativacdo de neutréfilos e agregacdo plaquetaria
(CECILIANI et al., 2012; ECKERSALL, 2008). Em ovinos, desencadeia uma
resposta moderada apds a inflamacéo, mas isso persiste por um longo periodo
apos o estimulo inicial, o que poderia sugerir que ela poderia ter um papel como
marcador de condic¢des cronicas nessa espécie (ECKERSALL et al., 2007).

A haptoglobina é responsavel pelo transporte de hemoglobina nas células
do sistema mononuclear fagocitario, ligando a hemoglobina livre aos eritrocitos
e assim, inibindo a atividade oxidativa. Outros efeitos propostos incluem a
modulagéo da fungéo de linfocitos e macrofagos e a inibicdo da atividade da
catepsina. A concentracdo da haptoglobina aumenta em processos inflamatorios
agudos, estresse e, as vezes, durante processos heoplasicos recentes
(CECILIANI et al., 2012; ECKERSAL, 2008; MURATA et al., 2004).

A ceruloplasmina é uma ferroxidase que é o maior carreador proteico de
cobre e atua também no metabolismo do ferro, exercendo atividades
antioxidantes e citoprotetoras (PATEL et al., 2002; TOTHOVA et al., 2014).
Apesar de possuir sitios de inducdo em diversos locais, é sintetizada
primariamente no figado (MAZUMDER et al., 1997; PAN et al., 1996). No pulméao
a principal fonte desta proteina é no epitélio das vias aéreas (YANG et al., 1996).
Atua como agente anti-inflamatério, reduzindo o nimero de neutréfilos no
endotélio, atuando assim como “varredor” de peroxido extracelular (BROADLEY;
HOOVER, 1989; SEGELMARK et al., 1997).

A transferrina é responsavel pelo transporte do ferro do seu sitio de
absorcédo ou catabolismo para os precursores das células vermelhas ou para os
sitios de estocagem na medula 0ssea, figado ou baco (BOWMAN et al., 1989).
Pode estar envolvida na imunidade inata, por sequestrar os ions férricos evitando

gue os patdgenos possam usa-los como nutrientes (LAW, 2002).
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As imunoglobulinas atuam como anticorpos e sao produzidas em resposta
aos antigenos presentes no organismo, sendo altamente especifico. O I1gG é a
principal imunoglobulina responsavel frente a resposta de agente infecciosos e
toxicos. A IgA tem a funcdo de protecdo de mucosas, com secrecdo de
anticorpos nos fluidos respiratorios, gastrointestinais e geniturinarios. Ambas
podem estar diminuidas em animais recém-nascidos antes da administragdo do
colostro (ECKERSALL, 2008).

As imunoglobulinas sofrem processo de pinocitose pelas células epiteliais
intestinais e sao transportadas para o sistema linfatico e, assim, para o sistema
circulatério, tornando o neonato com uma “janela” de protecdo imunologica
(KRUSE, 1983; BESSI et al.,, 2002ab). Pouco se sabe do periodo ideal de
absorcdo colostral pelo intestino de neonatos ovinos. Tém-se relatos de
aumento dos niveis de imunoglobulinas séricas quando a ingestdo ocorre nas
primeiras horas de vida e grande decréscimo de absor¢cdo apos 24 horas. 1sso
se deve ao amadurecimento das células intestinais, ou melhor, pela troca por
uma primeira geracdo de células adultas, maduras, caracterizadas pela
impermeabilidade a macromoléculas (BESSI et al., 2002ab; KINDLEIN et al.,
2008).

Diante do potencial crescimento da ovinocultura e por ser modelo
experimental utilizado em prematuros humanos, o estudo das proteinas de fase
aguda pelo método de eletroforese (SDS-PAGE) como marcadores de

maturacdo neonatal tem grande destaque no cenario recente da neonatologia.
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Tabela 1 — As principais proteinas descritas e sua funcéo:

Proteinas Funcéao

Albumina Armazenar e transportar proteinas, regulacdo da

pressao osmotica

Glicoproteina acida | Transporte de metabdlitos, atividade imunomoduladora

Haptoglobina Transporte de hemoglobina

Ceruloplasmina Transporte de cobre

Transferrina Transporte de ferro

Imunoglobulina A Protecéo de mucosas

Imunoglobulina G Resposta a agente infeccioso e toxico
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CAPITULO 2 — TRANSFERRINA COMO MARCADOR DE MATURACAO
PULMONAR EM CORDEIROS NASCIDOS A TERMO OU PREMATUROS

Transferrina como marcador de maturac¢io pulmonar em cordeiros nascidos a termo ou
prematuros

Rafaela Speranza Baptistal*, Fernanda Bovino?, Daniela S. Denadai?, Natalia Machado Rahal?, Silvia
Helena V. Perri?!, Francisco Leydson F. Feitosa?l, Juliana R. Peiré?, Luiz Claudio N. Mendes?

ABSTRACT. - Baptista, R.S., Bovino, F., Denadai D.S., Rahal, N.M,, Perri, S.H.V,, Feitosa, F.L.F.F., Peiro,
J.R., Mendes L.C.N. 2016. [Transferrin as a marker of pulmonary maturation in lambs born at
term or premature] Transferrina como marcador de matura¢do pulmonar em cordeiros nascidos a
termo ou prematuros. Pesquisa Veterindria Brasileira xx (x) p. xx-xx. Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Faculdade de Medicina Veterinaria, Aracatuba. Rua Clévis Pestana 793, Dona Amélia,
Aracatuba, SP, 1605-680, Brasil. E-mail: rafa.baptista@terra.com.br

The aim of this study was to search for one or more acute phase protein that could indicate
signs of maturation in the premature neonate by quantifying the serum acute phase proteins using
electrophoresis (SDS-PAGE) technique which allows identification of immunoglobulin A,
ceruloplasmin, haptoglobin, acid glycoprotein, tranferrin, albumin, light and heavy chain
immunoglobulin G comparing the profile of proteinograms from term to preterm lambs submitted
to different protocols that stimulate respiratory activity. Six groups were used: PN (n = 9): lambs
born from normal birth; CN (n = 7): lambs born from caesarean section at normal time of gestation;
CP (n = 6): lambs born from premature cesarean without any type of treatment; DEX (n = 9) preterm
lambs whose mothers received prepartum dexamethasone; SURF (n = 6) preterm lambs treated with
surfactant; DEXSURF (n = 6): preterm lambs treated with surfactant whose mothers received
prepartum dexamethasone. The evaluations were performed immediately after birth (Mo), after 24
and 48 hours (M24 and Mas). Samples were processed with sodium dodecyl sulfate polyacrylamide
gel electrophoresis (SDS-PAGE) and the gels were subsequently evaluated by a specific software.
Albumin, immunoglobulins, and serum total protein of the lambs were elevated, regardless of the
group, after colostrum ingestion. Transferrin evidenced the hightest sérum values refer to a longer
gestacional period, indicating signs of neonatal maturation, with no difference between treatments
of preterms.

INDEX TERMS: Eletrophoresis, SDS-PAGE, sheep, neonatology.
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shvp@fmva.unesp.br, leydsonf@fmva.unesp.br, jpeiro@fmva.unesp.br, Imendes@fmva.unesp.br

RESUMO.- O objetivo do estudo foi procurar uma ou mais proteinas de fase aguda que possam indicar
sinais de maturagdo no neonato prematuro através da quantificacdo sérica das proteinas de fase
aguda pela técnica de eletroforese (SDS-PAGE), que permite a identificacdo de imunoglobulina A,
ceruloplasmina, haptoglobina, glicoproteina acida, transferrina, albumina e as imunoglobulinas G de
cadeias leve e pesada pela comparagao do perfil dos proteinogramas de cordeiros nascidos a termo
com os prematuros submetidos a diferentes protocolos terapéuticos para estimular a atividade
respiratoéria. Constituiram-se seis grupos: PN (n=9): cordeiros nascidos de parto normal; CN (n=7):
cordeiros nascidos de cesariana em tempo normal de gestagdo; CP (n=6): cordeiros nascidos de
cesariana prematura sem nenhum tipo de tratamento; DEX (n=9) cordeiros prematuros cujas maes
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receberam dexametasona pré-parto; SURF (n=6) cordeiros prematuros tratados com surfactante;
DEXSURF (n=6): cordeiros prematuros tratados com surfactante cujas maies receberam
dexametasona pré-parto. As avaliagcbes foram realizadas nos momentos imediatamente apds o
nascimento (Mo), apds 24 e 48 horas (Mz24 e Mag). As amostras processadas por meio de eletroforese
em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de s6dio (SDS-PAGE) e os géis posteriormente
avaliados por meio de um software especifico. A albumina, as imunoglobulinas e a proteina total dos
cordeiros tiveram elevacdo, independentemente dos grupos, apés a ingestdo de colostro. A
transferrina evidenciou que os maiores valores séricos sdo referentes a um maior periodo
gestacional, indicando sinais de maturacdo neonatal, sem diferenca entre os tratamentos dos grupos
de animais prematuros.

TERMOS DE INDEXA(;AO: Eletroforese, SDS-PAGE, ovinos, neonatologia.

INTRODUCAO

Ao deixar o utero, os neonatos sdo expostos a diversos desafios. Os ruminantes, de forma
geral, ndo sdo capazes inicialmente de ter uma resposta imune eficiente, devido a imaturidade
imunolégica humoral e celular. Desta maneira, sdo totalmente dependentes da assisténcia
imunolégica materna, que é fornecida através do colostro pela forma das imunoglobulinas oriundas
do colostro (Barrington & Parish, 2001).

0 periodo gestacional da ovelha pode variar de 145 a 148 dias (Jainudeen & Hafez, 2004),
sendo considerados prematuros os cordeiros nascidos com menos de 138 dias (Mobini et al., 2004,
Radostits et al,, 2007). A prematuridade esta associada a imaturidade de diversos 6rgios, o que pode
acarretar problemas no desenvolvimento do sistema respiratério, no metabolismo e enfermidades
infecciosas (Vaala & House, 2006).

As proteinas sdo componentes da base estrutural de todos as células e tecidos, além de
participar de reag¢des bioquimicas fisiologicas. Suas analises vém sendo motivos de estudos
crescentes desde a década de 90, principalmente do grupo chamado proteinas de fase aguda, onde
obtém-se diagnosticos, progndsticos e monitorizagio do tratamento dos animais domésticos
(Eckersall, 2008).

Frente a um estimulo, as proteinas de fase aguda podem ser classificadas em positivas ou
negativas. As proteinas de fase aguda positivas sdo aquelas que aumentam seus niveis frente a um
estimulo, por exemplo glicoproteina acida, ceruloplasmina, haptoglobina. As de fase aguda negativa
tem seus niveis plasmaticos diminuidos frente a um desafio, sdo exemplo delas a albumina e a
transferrina (Heinrich et al,, 1990, Martinez-Subiela et al., 2001).

A eletroforese é o método de escolha para a separacdo analitica das proteinas, pela
movimentagao de suas moléculas carregadas em um campo elétrico (Gordon, 1995, Eckersall, 2008).
A técnica utilizando o gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) é
relativamente simples e de baixo custo, possibilitando até a visualizacao de baixas concentrag¢des
proteicas utilizando pouca quantidade da amostra (Fagliari & Silva, 2002).

0 objetivo do estudo foi procurar uma ou mais proteinas de fase aguda que possam indicar
sinais de maturac¢do no neonato prematuro por meio da quantificagdo sérica destas pela técnica de
eletroforese (SDS-PAGE), pela comparag¢do do perfil dos proteinogramas de cordeiros nascidos a
termo com os prematuros submetidos a diferentes protocolos terapéuticos para estimular a
atividade respiratéria.

MATERIAL E METODOS

0 projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Unesp, Campus de
Aragatuba, registrado sob niimero de protocolo CEUA 959/2012.

Foram utilizados 43 cordeiros mesticos da raga Suffolk oriundos do rebanho experimental
da faculdade distribuidos aleatoriamente em seis grupos experimentais:
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Grupo PN: nove cordeiros nascidos a termo por parto normal.

Grupo CN: sete cordeiros nascidos por meio de cesariana eletiva, em tempo normal de
gestacao (144 dias).

Grupo CP: seis cordeiros prematuros nascidos por meio de cesarianas eletivas realizadas
aos 137 dias de gestacdo.

Grupo DEX: nove cordeiros prematuros nascidos por meio de cesarianas eletivas realizadas
aos 137 dias de gestacdo, cujas maes receberam 16 mg de dexametasonal, por via intramuscular, 36
horas antes da cirurgia (135 dias).

Grupo SURF: seis cordeiros prematuros nascidos por meio de cesarianas eletivas realizadas
aos 137 dias de gestacdo tratados com administracdo tnica de surfactante? (100mg/kg) por
instilacdo traqueal, imediatamente apds o nascimento.

Grupo DEXSURF: seis cordeiros prematuros nascidos por meio de cesarianas eletivas
realizadas aos 137 dias de gestacdo tratados com administracdo tnica de surfactante (100mg/kg)
por instilagdo traqueal, imediatamente apds o nascimento, cujas mdes receberam 16 mg de
dexametasona, por via intramuscular, 36 horas antes da cirurgia (135 dias).

As ovelhas foram mantidas em piquete, alimentadas a base de silagem de milho e racdo
comercial para ovinos uma vez ao dia, ao longo do periodo gestacional. Cerca de 15 dias antes do
parto, foram levadas as baias e mantidas até os 60 dias p6s-parto.

Para facilitar o manejo, as pari¢cdes foram concentradas num mesmo periodo adotando-se
um protocolo de sincronizacdo estral com esponjas de progesteronas vaginais3, seguidas da
administracdo intramuscular de gonadotrofina coriénica equina* e prostaglandinas. O reprodutor
utilizado foi marcado na regido peitoral com uma mistura de pé colorido xadrez e dleo, iniciando com
cores mais claras para cores mais escuras, refor¢ada a cada dois dias, e a cor trocada a cada 15 dias.
Exame ultrassonografico abdominal® para confirmacio da gestacio foi realizado entre 45 e 60 dias
da dltima data de cobertura.

Para os animais que integraram o grupo de parto normal, estimou-se o més de paricado, sendo
necessaria a permanéncia do pesquisador no local para detectar o momento exato do parto e, entdo,
realizar as avaliagdes.

Nos animais submetidos a cesarianas eletivas realizou-se bloqueio anestésico paravertebral
proximal com cloridrato de lidocaina’ e anestesia epidural lombossacra com sulfato de morfina8. Os
procedimentos foram realizados com a ovelha em dectbito lateral direito, para incisdo no flanco
esquerdo, conforme técnica descrita por Tibary e Van Metre (2004).

Os cordeiros provenientes de parto normal permaneceram com as maes, ingerindo colostro
a vontade. Os oriundos de cesariana receberam colostro via mamadeira (15% P.V.), proveniente de
um pool feito a partir de banco de colostro bovino, submetido a quantificacido prévia de proteinas.
Nos cordeiros que ndo apresentavam reflexo de suc¢do a administracdo foi realizada por meio de
sonda oroesofagica.

As avaliagbes iniciaram-se imediatamente apds o nascimento, sendo que os animais que
receberam surfactante, tiveram suas coletas apds a administracdo do mesmo, e até as 48 horas de
vida. Os animais pertencentes aos grupos tratados com surfactante (SURF e DEXSURF) foram
obrigatoriamente intubados com sonda orotraqueal ntimeros 2,5 ou 3,0, para administragdo do
surfactante, antes da ruptura do corddo umbilical, estes animais foram ventilados (30
movimentos/min) no maximo por um periodo de 30 minutos. A dose de surfactante utilizada foi de
100mg/kg (8 a 16ml), com administracdo Unica, e o volume total, dividido em trés por¢des sendo que
durante a infusdo do medicamento, o cordeiro foi posicionado em trés diferentes dectibitos (lateral
direito, dorsal e lateral esquerdo). Nos animais dos outros grupos (CN, CP e DEX) observou-se, logo
apos a retirada do cordeiro do ttero, se estes apresentavam movimentos respiratérios espontaneos;

TAzium — MSD Satde Animal — S3o Paulo, SP, Brasil.

2Survanta — Abbott Laboratdrios do Brasil Ltda. — S3o Paulo, SP, Brasil.

3Progespon —MSD Saude Animal —S3o Paulo, SP, Brasil.

“Novormon — MSD Saude Animal — Sdo Paulo, SP, Brasil.

SLutalyse — Zoetis Brasil — Sdo Paulo, SP, Brasil.

5Aparelho de Ultrasson DP 200 Vet - Mindray— DPS Equipamentos — S3o Paulo, Sdo Paulo, Brasil.
7 Xylestesin — Cristalia produtos quimicos e farmacéuticos LTDA. Itapira, Sdo Paulo, Brasil.

8 Dimorf — Cristélia produtos quimicos farmacéuticos LTDA. — Itapira, Sdo Paulo, Brasil.
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caso ndo estivessem respirando, eram submetidos a sondagem orotraqueal. Todos os neonatos que
precisaram de alguma intervencao, instituia-se a terapia suporte por meio da utilizagao de respirador
manual® neonatal acoplado a sonda endotraqueal, fornecimento de oxigénio (1L/min), manuten¢do
da temperatura (com cobertores e bolsas térmicas).

As amostras de sangue para as analises foram coletadas por pungio da veia jugular com
agulha hipodérmica 25 x 0,7 mm acoplada a tubos Vacutainer®10 siliconizados sem anticoagulante
para volume de 10mL, nos respectivos momentos: Mo, M24 e Mss. O sangue colhido foi mantido a
temperatura ambiente, ao abrigo da luz, até a coagulagdo e retracdo do codgulo. Foi, em seguida,
centrifugado a 3.000 r.p.m., durante cinco minutos, para melhor separacdo do soro. Este foi
transferido para frascos de polipropileno, tipo “eppendorf”’, em aliquotas que foram congeladas a -
202C até o processamento por eletroforese.

0 descongelamento para o processamento ocorreu a temperatura ambiente e a concentracdo
da proteina sérica total foi determinada utilizando-se um refratémetro clinico!?, segundo Thomas
(2000), antes da mensuracao eletroforética.

Para o fracionamento das proteinas séricas foi utilizada a técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) conforme proposto por Laemmli
(1970), sendo a corrida realizada em cuba!? vertical, sistema com um gel de poliacrilamida com
diferentes concentracdes ligadas a uma fonte de energial3. As proteinas das amostras foram
primeiramente desnaturadas na presenca de 2-mercaptoetanol e do detergente dodecil sulfato de
sodio. Apds a colocagdo das amostras no gel, dava-se inicio a corrida com 20mA por gel até
transpassar o gel de separacdo; a partir de entdo, aumentou-se 25% do valor da amperagem quando
as amostras atingiram o limite do gel de corrida.

Apos a separacdo das proteinas, os géis foram corados por duas horas com uma solucio a
base de Coomassie Blue 0,2%14, metanol, acido acético glacial e 4gua deionizada, em um agitador
horizontal!5. Posteriormente, iniciou-se o processo de descoloracdo, que durou 12 horas numa
solucdo ja utilizada anteriormente a base de metanol e 4cido acético glacial, sendo transferida para
uma cuba contendo uma solugao recém preparada até a coloracdo do gel atingir um tom de azul bem
fraco. Os géis ficaram aguardando a leitura em refratarias de vidro recobertos por 4gua deionizada.

A digitalizacdo dos géis foi realizada por meio do fotodocumentador ImageQuant LAS 400016,
e as proteinas foram identificadas com auxilio de referéncia o peso molecular de 6.500 a 20.000
daltons'” com o programa ImageQuant TL8. Foram avaliadas oito fra¢des proteicas: imunoglobulina
A, ceruloplasmina, transferrina, albumina, imunoglobulina G de cadeia pesada, haptoglobina,
glicoproteina acida e imunoglobulina G de cadeia leve.

Os animais foram separados em dois grandes grupos para a andlise estatistica, o grupo dos
nascidos a termo, sendo PN e CN, e os nascidos provenientes de cesariana: grupos CN, CP, DEX, SURF
e DEXSURF. As variaveis transferrina, albumina e proteina total foram submetidos a anélise de
variancia com medidas repetidas, sendo as médias comparadas pelo pés-teste de Tukey. As outras
variaveis ndo apresentaram distribuicdo normal e foram analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis para
comparar os grupos em cada momento e o teste de Friedman para comparar os momentos em cada
grupo, seguido do teste de Dunn para comparag¢des multiplas. Os valores de p foram considerados
significativos quando menores que 5% e as analises foram efetuadas empregando-se o programa SAS
(Statistical Analysis System)?19.

2 Ambu neonatal - Reanimador manual em silicone completo com reservatério — 250 mL — Protec. Cotia, S§o Paulo, Brasil.
10BD Brasil, S30 Paulo, Brasil.

HAtago Clinical Refractometer Master-SUR/NM, Ribeirdo Preto, So Paulo, Brasil.
2Cuba SE 600 Ruby®, Amersham Biosciences-GE Healthcare Life Sciences, Sdo Paulo, SP.
Bpower Pac 1000, Bio-Rad, UK

1Brilliant Blue R - Sigma Aldrich Quimica Brasil, Jurubatuba, Sdo Paulo, Brasil.

BAgitador horizontal EL 445, Grupo Insight Ltda., Ribeirdo Preto, SP.

15GE Healthcare Brasil, Barueri, Sdo Paulo, Brasil.

SigmaMaker, wide range-Sigma Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA.

18GE Healthcare Brasil, Barueri, Sdo Paulo, Brasil.

9 SAS 9.1, SAS Institute Inc., Cary, North Carolina, USA.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Para compor os grupos experimentais foram necessarios acompanhar 32 partos sendo 11
gemelares. O nimero total de cordeiros nascidos foi de 43 cordeiros dentre os quais 22 eram machos
e 21 fémeas, com peso médio ao nascimento de 3,74 kg (+0,86).

O colostro apresenta altas quantidades de mediadores inflamatérios que podem induzir uma
reacdo de fase aguda no neonato, podendo passar por meio da mamada colostral ao recém-nascido,
pelo intestino, estimulando a produgdo de proteinas de fase aguda no figado. Essa reagdo é um
mecanismo importante para a adaptacdo do recém-nascido a vida extra-uterina e posterior
homeostase (Orro et al., 2008). Portanto, pode-se esperar uma resposta inflamatéria, no pés-parto,
ao recém-nascido. Algumas proteinas de fase aguda como a haptoglobina, a glicoproteina acida e a
ceruloplasmina estdo presentes inicialmente no colostro e depois no leite de diversas espécies
animais, sendo algumas moléculas absorvidas intactas pelo intestino (Harada et al., 2002, Talukder
etal, 2002).

Varios fatores desempenham papéis nas concentragdes séricas das proteinas de fase aguda
apos o parto, incluindo: sintese fetal e estimulagido da producio dessas proteinas pelo parto, ingestdo
de colostro e a capacidade de sintese hepatica das proteinas (Brunn et al. 1998, McDonald et al.,
2001).

Antes da ingestdo do colostro, as concentragdes séricas de proteina total foram maiores ao
nascimento em cordeiros de PN em relagdo aqueles nascidos de CN (PN: 4,11+0,26g/dL e CN:
3,34+0,46g/dL). As concentragdes no parto normal foram semelhantes aquelas descritas por
Turquino (2010) em cordeiros providos de cruzamentos entre racas com aptidao para carne ao
nascimento. Apés a ingestdo do colostro, as concentragdes de proteina total aumentaram as 24 e 48
horas em relacao aos valores descritos ao nascimento em ambos os grupos a termo, sendo obtidos
resultados semelhantes entre estes grupos. (Quadro 1).

Nos animais nascidos de cesariana, as concentragdes séricas proteicas apresentaram o
mesmo padrio, ndo havendo diferenca estatistica entre os grupos avaliados (Quadro 2), apenas entre
os momentos, onde imediatamente ap6s o nascimento todos os animais do estudo apresentaram os
menores valores séricos da proteina total elevando-se nos momentos seguintes, demonstrando que
independente do tratamento, todos os cordeiros foram capazes de absorver as proteinas ingeridas
no colostro e repassa-las a corrente circulatéria.

Os teores séricos de albumina ndo sofreram alteragdes entre os grupos de parto normal e
nem de cesariana, desde o momento do parto até as 48 horas de vida (Quadros 1 e 2). Apenas no
grupo CN estes teores séricos aumentaram conforme o tempo, corroborando com os achados de Leal
etal. (2013) que relatam que esses teores aumentam conforme a faixa etaria.

A concentracgao sérica de transferrina imediatamente ap6s o nascimento apresentou valores
diferentes nos grupos a termo (PN: 673,54+206,72mg/dL e CN:963,66+183,69mg/dL) (Quadro 1).
Essa diferenga pode ser justificavel pois apesar dos dois grupos serem animais a termo, os animais
de cesariana ndo necessariamente teriam nascido no dia em que foi determinada a data do parto (144
dias).

Os animais provenientes de cesariana apresentaram diferencas significativas quanto as
concentragdes séricas da transferrina (Quadro 2). Os maiores valores no Mo foram descritos no grupo
CN e os menores no grupo DEX. Nos momentos seguintes (M24 e Masg), os maiores valores foram
também do grupo CN, sugerindo que esta proteina pode indicar maturidade nos cordeiros, visto que
os maiores valores encontrados sdo em animais a termo, quando comparados aos prematuros com
os diversos tipos de tratamento.

0 grupo DEX foi o Gnico que apresentou diferenca estatistica entre os momentos avaliados
no estudo, onde apesar de apresentar os mais baixos valores séricos de transferrina ao nascer,
apresentou as 48 horas as maiores médias dentre os prematuros, refor¢ando os resultados de Bovino
(2015) que conclui que o uso da dexametasona ajuda na maturagdo pulmonar destes animais.

As concentracdes séricas de ceruloplasmina tiveram diferenga apenas ao nascimento com os
maiores valores no grupo CN (Quadro 3). Ao comparar os grupos de cesariana, nos Mo e M24 a
diferenca foi entre o grupo CN com os prematuros com exce¢do do DEX. O epitélio das vias aéreas é
a principal fonte de ceruloplasmina no pulmao (Yang et al, 1996), mas os valores ndo foram
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significativos para indicar algum tipo de maturacao ou diferenciacdo dos animais nascidos a termo
ou prematuros.

Os teores de haptoglobina sérica ndo tiveram diferenca entre os grupos a termo e ao nos
grupos nascidos por cesariana, a diferenca foi apenas as 24 horas com os maiores valores descritos
no grupo CN e os menores no CP (Quadro 4). O aumento e a expressdo da haptoglobina sdo utilizados
como biomarcadores precoce de sepse em neonatos humanos (Buhimschi et al. 2011).

Embora as concentragdes de glicoproteina acida ndo variaram entre nenhum dos grupos do
estudo, os valores descritos foram maiores em prematuros. Essa é uma proteina de fase aguda
positiva, produzida pelas células epiteliais pulmonares (Lecchi et al., 2009) sendo utilizada como
marcador inflamatdrio para potros neonatos de alto risco (Haetinger, 2014).

Nao ocorreram diferencas entre os tempos nas concentragdes séricas de imunoglobulina A
nos grupos nascidos a termo (Quadro 3), enquanto os animais dos grupos CN e DEXSURF possuiam
os maiores valores em relacdo aos DEX e SURF ao nascer. O grupo DEXSURF apresentou as maiores
concentragdes se comparado ao DEX as 24 horas (Quadro 4). Apesar do relato de que as
concentragdes séricas de IgA aumentem gradativamente em bezerros apos a ingestido de colostro,
ndo encontrando os mesmos achados no presente estudo (Costa et al, 2009; Rocha, 2010).

As concentracdes séricas de imunoglobulina G de cadeia pesada apresentaram as 24 e 48
horas os maiores valores no grupo de PN (Quadro 3). Os animais dos grupos de cesariana ndo
apresentaram diferenca (Quadro 4), justificavel pelo fato de que todos os animais nascidos por
cesariana receberam colostro bovino logo ao nascer até a recuperacdo cirurgica das maes, com
volume controlado, enquanto os cordeiros PN permaneceram com as maes.

Nos animais a termo, os niveis de imunoglobulina G de cadeia leve ao nascimento foram
maiores no CN enquanto, as 24 horas, os maiores valores descritos foram no grupo PN. Apesar da
diferenca entre os momentos ter sido relatada apenas no grupo PN, onde os maiores valores foram
descritos nos Mz4 e Mg, 0s mesmos aumentos podem ser vistos no grupo CN (Quadro 3). Quando a
comparacdo ocorreu entre os animais de cesariana, observou-se maiores teores nos animais CN,
sugerindo melhor desenvolvimento imunolégico dos animais a termo, em todos os neonatos
avaliados.

Os animais nascidos de parto normal apresentaram os maiores valores de imunoglobulinas
G, possivelmente, por permanecerem permaneciam com as mdies durante todo o tempo, sem
qualquer controle do volume ingerido de colostro, diferente dos animais provenientes de cesariana,
que recebiam, via mamadeira, volume conhecido de colostro a cada duas horas. Foi comparada a
administracdo de colostro bovino e ovino via mamadeira em cordeiros e os maiores valores séricos
de imunoglobulina G foram encontrados em animais que ingeriram maiores volumes de colostro, sem
diferenca quanto a espécie (Moretti et al., 2010).

As proteinas de fase aguda desempenham grande importincia no periodo neonatal,
entretanto, os mecanismos especificos funcionais de cada uma delas ndo estio completamente
elucidados nos recém-nascidos (Murata et al., 2004, Orro et al., 2008). As andlises de proteinas no
periodo pds-parto sdo escassas, varios autores descrevem padroes, principalmente de bovinos, mas
s6 de animais adultos e/ou com alguma doenga, existindo assim uma falta de dados relacionados a
fisiologia desse perfil proteico usando as fragdes eletroforéticas (Thotova et al.,, 2016). Ao se tratar
do mesmo perfil em prematuros, poucos trabalhos relatam dados obtidos com a técnica de gel de
agarose ou fita de acetato celulose, geralmente de uma proteina especifica, demonstrando a
importancia deste estudo.

CONCLUSOES

Maiores valores de transferrina foram associados a um maior tempo de gestagio, indicando
seu potencial como um possivel marcador de maturagdo no neonato, ndo havendo diferenca entre
nenhum dos demais protocolos realizados nas maes e nos cordeiros prematuros.

Agradecimentos.- A Fundagio de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo por concessio de apoio
financeiro ao projeto de pesquisa (2011/18810-3).



31

REFERENCIAS

Barrington G.M. & Parish S.M. 2001. Bovine neonatal immunology. Vet. Clin. North Am. Food Anim.
17,3:463-476.

Bovino F. 2015. Abordagem clinica de cordeiros prematuros: avaliacdo de protocolos terapéuticos
emergenciais para estimulacdo da atividade respiratéria. Tese (Doutorado) - Universidade Estadual
Paulista, Faculdade de Medicina Veterinaria, Aracatuba.

Brunn C.F. Sanchez ].C. Hochstrasser D.F. Marhaug G. & Husby G. 1998. A tow-dimensional
electrophoretic study

Buhimschi C.S., Bhandari V. Dulay A.T., Nayeri U.A., AbdelRazeq S.S., Pettker C.M., Thung S., Zhao G.,
Han Y.W, Bizzarro M. & Buhimschi L.LA. 2011. Proteomics Mapping of Cord Blood Identifies
Haptoglobin “Switch-On” Pattern as Biomarker of Early-Onset Neonatal Sepsis in Preterm Newborns.
PLos One 6,10, 26111, doi:10.1371/journal.pone.0026111

Costa M.C, Flaiban K.K.M.C., Coneglian M.M., Feitosa F.L.F., Balarin M.R.S. & Lisbda J.A.N., 2008.
Transferéncia de imunidade passiva em bezerros das ragas Nelore e Limousin e proteinograma
sérico nos primeiros quatro meses de vida. Pesquisa Veterinaria Brasileira,28:410-416.

Eckersall D. 2008. Proteins, proteomics, and the dysproteinemias. Kaneko ].J., Harvey ].W., Bruss M.L.
Clinical Biochemistry of Domestic Animals, 6ed. Elsevier: 117-155.

Fagliari ].]. & Silva S.L. 2002. Hemograma e proteinograma plasmatico de eqtiinos higidos acometidos
por abdomen agudo, antes e apos laparotomia. Arq. Bra. Med. Vet. e Zootec. 54,6:559-586.

Gordon A. H. 1995. Electrophoresis of proteins in polyacrilamide and starch gels. Elsevier: 213.
Haetinger, C. 2014. Proteinas de fase aguda no periparto de éguas com placentite e seus respectivos
neonatos. Dissertacao (Mestrado) - Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Harada E., Araki Y., Furumura E., Takeuchi T., Sttizyo K., Yajima T. & Kuwata T. 2002. Characteristic
transfer of colostrums-derived biologically active substances into cerebrospinal fluid via blood in
natural suckling neonatal pigs. Journal of Veterinary Medicine. A, Physiology, Pathology, Clinical
Medicine 49:358-364.

Heirich P.C., Castell J.V. & Andus T. 1990. Interleukin-6 and the acute phase response. Biochem.
265:621-636.

Jainudeen M.R. & Hafez E.S.E. 2004. Gestacdo, fisiologia pré-natal e parto. In: Hafez B. & Hafez E.S.E.
Reproducdo animal, 7ed. Manole: 141-155.

Laemmli U.K. 1970. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of bacteriophage
T4. Nature 227:680-685.

Leal M.L.R, Benesi F.],, Lisboa J.A.N. & Mirandola R.M.S. 2003. Proteinograma sérico de bezerras
sadias da rac¢a holandesa, no primeiro més pés-nascimento. Braz. ]. Res. anim. Sci. 40,2:139-145.
Lecchi C., Avallone G., Giurovich M., Roccabianca P. & Ceciliani F. 2009. Extra hepatic expression of
the acute phase protein alpha 1-acid glycoprotein in normal bovine tissues. Vet. ]. 180,2:256-258.
Martinez-Subiela S., Tecles F., Parra M.D. & Cerén J.J. 2001. Proteinas de fase aguda: conceptos basicos
y principals aplicaciones clinicas en medicina veterinaria. An. Vet. 17:97-114.

McDonald T.L., Larson M.A.,, Mack D. & Webera A. 2001. Elevated extrahepatic expression and
secretion of mammary-associated serum alyloid A3 (M-SAA3) into colostrum. Vet. Immunol.
Immunopathol. 83:28-40.

Mobini S., Heath A.M. & Pugh D.G. 2004. Teriogenologia de ovinos e caprinos. In: Pugh D.G. Clinica de
ovinos e caprinos led. Roca:145-208.

Moretti D.B., Kindlein L., Pauletti P. & Machado-Neto R. 2010. IgG absorption by Santa Ines lambs fed
Holstein bovine colostrum or Santa Ines ovine colostrum. Animal 4,6:933-937.

Murata H, Shimada N & Yoshioka M. 2004. Current research on acute phase protein in veterinary
diagnosis: an overview. The Veterinary Journal 168:28-40.

of serum amyloid A and C-reative protein in infants and childrens. Eletrophoresis 19,5:279-283.
Orro T., Jacobsen S., LePage ].P., Niewold T. & Alasuutari S. 2008. Temporal changes in serum
concentrations os acute phase in newborn dairy calves. Vet. Journal 176:182-187.



32

Radostits 0.M., Gay C.C., Hinchcliff KW. & Constable P.D. 2007. Veterinary medicine: a textbook of the
diseases of cattle, horses, sheep, pigs and goats, 10ed. Elsevier Saunders:2156.

Rocha T.G. 2010. Avaliacdo da transferéncia de imunidade passive em bezerros de vacas da raca
canchim. Dissertagdo (Mestrado) - Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias, Jaboticabal.

Talukder M.].,, Takeuchi T. & Harada E. 2002. Transport of colostral macromolecules into the
cerebrospinal fluid via plasma in newborn calves. Journal of Dairy Science 85:514-524.

Thomas, J.S. 2000. Overview of plasm protein. In: Feldman, B.V., Zinkl, ]J.L., Jain, N.C. Veterinary
Hematology, S5ed. Baltimore: 891-898.

Tibary A. & Van Metre D. Surgery of the sheep and goat reproductive system and urinary tract, p.527-
547. In: Fubini S.L. & Ducharme N.G. Farm animal surgery. Saunders: St. Louis. 2004.

Tothova C, Nagy G., Kovac G. & Nagyova V. 2016. Changes in the concentration of serum proteins in
calves during the first month of life. Journal of Applied Animal Research 44,1:338-346.

Turquino C.F. 2010. Transferéncia de imunidade passiva e comportamento de cordeiros de corte
recém-nascidos. Dissertagdo (Mestrado) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina.

Vaala W.E. & House ]J.K. 2006. O periodo periparto. In: Smith B.P. Medicina interna de grandes
animais,3ed. Manole:257-265.

Yang F., Friedrichs W.E,, Degraffenried L., Herbert D.C., Weaker F.]., Bowman B.H. & Coalson ].]., 1996.
Cellular expression of ceruloplasmin in baboon and mouse lung during development and
inflammation. American Journal of Respiratory Cell and Molecular Biology 14:161-169.

Quadro 1 - Concentracgdes séricas de proteinas obtidas por eletroforese (transferrina, albumina) e
da proteina total de cordeiros nascidos parto normal em tempo normal de gestacdo (PN) e de
cesariana em tempo normal de gestacdo (CN), nas primeiras 48 horas de vida. Os valores
representam as médias (x) e desvios padroes (S).

GRUPOS
VARIAVEL VIOMENTOS PN CN
(horas)
n xtS n x*S

Transferrina Mo 9 673,54 + 206,728 7 963,66 + 183.694
(mg/dL) M24 9 908,56 + 402,99 6 1245,18 + 446,67
Mas 9 758.08 + 256,308 6 1299,55 + 537,36A
Albumina Mo 9 1876,21 + 378,33 7 1674,01 + 324,28
(mg/dL) M24 9 2199,16 + 562,862b 6 2073,18 + 567,39
Mas 9 2327,33 + 297,072 6 2164,37 + 882,92

Proteina Mo 9 4,11 + 0,26Ab 7 3,34 + 0.468b

total Ma24 9 6,42 + 1,212 6 5,57 + 1,052

(g/dL) Mas 9 6,30 + 1,012 6 5,63 + 0.852

Aamédias seguidas de letras diferentes, maitisculas na linha e mindsculas na coluna, diferem
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Auséncia de letras indica que ndo houve diferenca estatistica.



Quadro 2 - Concentragdes séricas de proteinas obtidas na eletroforese (transferrina, albumina) e da proteina total de cordeiros nascidos de cesariana
em tempo normal de gestacdo (CN), cesariana prematura aos 137 dias (CP), cesariana prematura apés administracao de dexametasona (DEX), cesariana
prematura tratados com surfactante (SURF) e cesariana prematura tratadas com dexametasona associado a surfactante (DEXSURF) nas primeiras 48
horas de vida. Os valores representam médias (x) e desvios padroes (S).

< MOMENTOS Grupos
VARIAVEL (horas) CN cP DEX SURF DEXSURF
n x%S n x%S n x%S n x%S n xtS
_ Mo 7 963,66+ 183,694 6 419,73+31,228 9 13525+146,65%® 6 423,84+39,198 6 40848 + 30,828
Trz‘;‘l‘"’f/eggna M4 6 124518+ 446,672 4 40890+58,678 7 321,80+169,458 0 + 4 475722 + 55668
& Mas 6 1299,55+537,36A 4 352,48+ 244,148 7 544,76+81568 0 + 4 380,10 + 259,228
Albummina Mo 7 1674,01 324,288 6 2707,76+116,69% 9 207572 + 348,848 6 2724,09 + 152,8448 6 2503,59 + 595,70AB
(mg/dL) Maza 6 2073,18+567,39 4 252536+174,022 7 2324,84+32668 0 t 4 2858,79 + 607,59
Mus 6 2164,37+882,92 4 239636+372312 7 2337,34+31943 0 + 4 272315 + 554,70
Proteina Mo 7  334+046" 6  4,07+0,20b 9 3,73 + 0,35b 6 3,17 + 1,07 6 4,03+ 0,390
total Mas 6 557+1,05 4 5,20 + 0,572 7 4,74 + 0,382 0 + 4 610 +0,602
(g/dL) Mas 6 563+085 4 5,15 + 0,732 7 4,76 + 0,512 0 + 4 59540412
T 6bito

Aamédias seguidas de letras diferentes, maitsculas na linha e mindsculas na coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Auséncia de letras indica que ndo houve diferenca estatistica.
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Quadro 3 - Concentracdes séricas de proteinas de fase aguda obtidas por eletroforese (IgA,
ceruloplasmina, IgG de cadeia pesada, haptoglobulina, glicoproteina acida, IgG de cadeia leve) de
cordeiros nascidos de parto normal (PN) e cesariana em tempo normal de gestacdo - 144 dias (CN),
nas primeiras 48 horas de vida. Os valores representam mediana (Md), minimo (Min) e maximo
(Max).

) GRUPOS
VARIAVEL MOMENTOS
(mg/dL) (horas) PN CN
n Md Min - Max n Md Min - Max
Mo 9 0,00 0,00 - 185,44 7 53,60 29,70 -78,12
IgA M2s 9 54,72 0,00 - 255,20 6 59,97 21,60 -129,92
Mus 9 86,70 0,00 - 235,60 6 59,76 17,02 - 151,64
Mo 9 127,604 40,48 - 327,21 7 56,708 16,32 -70,92
Ceruloplasmina M24 9 88,00 69,70-161,20 6 8494 69,96 - 141,44
Masg 9 155,04 0,00 - 250,41 6 64,89 47,04 - 298,84
Mo 9 435,01b 320,40 -462,44 7 313,20 301,10-503,64
IgG de cadeia pesada Ma2a 9 1642,204a 977,50-2022,12 6 840,838 600,60 - 1628,64
Masg 9 1456,214a 975,00-1801,20 6 719,34B 653,66 -1152,36
Mo 9 0,00 0,00 -121,44 7 0,00 0,00 - 64,50
Haptoglobina M24 9 0,00 0,00 - 183,30 6 55,36 2,70 - 125,28
Mas 9 94,32 0,00 - 144,84 6 19,68 1,44 - 135,78
Mo 9 0,00 0,00 - 160,68 7 0,00 0,00 - 39,0
Glicoproteina acida M24 9 0,00 0,00 - 132,24 6 1191 5,94 - 88,44
Masg 9 0,00 0,00-92,88 6 18,78 0,00 -40,02
Mo 9 0,008b 0,00-117,04 7 117,804 80,08-171,60
IgG de cadeialeve Ma2a 9 1006,404a 1006,40-1532,04 6 938,44B 658,68 - 1256,50
Masg 9 605,002 60500-1766,16 6 974,79 427,18-1705,80

Aa medianas seguidas de letras diferentes, maitisculas na linha e mindsculas na coluna,
diferem entre si pelo teste de Dunn (p<0,05).
Auséncia de letras indica que ndo houve diferenca estatistica.



Quadro 4 - Concentragdes séricas de proteinas de fase aguda obtidas pela eletroforese (IgA, ceruloplasmina, IgG de cadeia pesada, haptoglobina,
glicoproteina acida, IgG de cadeira leve) de cordeiros nascidos de cesariana em tempo normal de gestacdo (CN), cesariana prematura aos 137 dias (CP),
cesariana prematura apos administracdo de dexametasona (DEX), cesariana prematura tratados com surfactante (SURF) e cesariana prematura tratadas
com dexametasona associado a surfactante (DEXSURF) nas primeiras 48 horas de vida. Os valores representam mediana (Md), minimo (Min) e maximo

(Max).
VARIAVEL MOMENTOS Grupos
(mg/dL) (horas) CN " - CP. - DE).( p SUR.F 7 DEXSU}FF <
n Md Min - Max n Md Min - Max n Md Min - Max n Md Min-Max n Md Min - Max
Mo 7 53,60~  29,70-7812 6 289848 0,00 - 82,00 9 0,008 0,00 - 34,56 6 0,008 00-000 6 0,008 0,00 - 77,90
IgA Mas 6 59,9748  21,60-129,92 4 102,72%8 92,64-113,36 7 0,008 0,00-117,72 0 t t 4 119,944  67,84-150,40
Mas 6 5976  17,02-151,64 4 92,64 0,00 - 116,0 7 0,00 0,00-107,46 0 t t 4 89,73 0,00 - 139,20
Mo 7 5670~  1632-7092 6 0,008 0,00 - 0,00 9 40,4048 0,00 - 76,02 6 0,008 00-0,00 6 0,008 0,00 -0,00
Ceruloplasmina M4 6 84944  6996-14144 4 0,008 0,00 - 50,88 7 52,804  0,00-122,50 0 t t 4 0,008 0,00 - 67,84
Mas 6 6489  47,04-29884 4 31,25 0,00 - 92,25 7 96,35 0,00-124,55 0 t t 4 56,70 0,00 -110,70
Mo 7 313,20 301,20-503,64 6 366,15 32097-60456 9 65480 266,04-1018,08 6 366,15 320,9-88848 6 357,86 335,16 - 465,12
IgG de cadeia pesada M24 6 840,83 600,60-1628,64 4 866,16 817,44-159840 7 903,00 69564-110592 0 t + 4 1102,08 903,24 - 1872,64
Mas 6 71934 653,66-115236 4 82925 64500-1534,50 7 887,50 570,72-978,42 0 t t 4 1006,47 774,00-1793,28
Mo 7 0,00 0,00 - 64,50 6 0,00 0,00 - 41,58 9 0,00 0,00-16512 6 0,00~ 00-13584 6 0,004 0,00 - 45,54
Haptoglobina Ma4 6 55364  270-12528 4 0,008 0,00 - 0,00 70,0048 0,00 - 28,16 0 t t 40,0048 0,00 - 85,12
Mas 6 19,68 1,44-13578 4 0,00 0,00 - 0,00 7 2916 0,00 - 86,00 0 t t 4 0,004 0,00 - 49,28
Mo 7 0,00 0,00 - 39,00 6 44,60 0,00-110,88 9 132,664 0,00-211,20 6 0,00 00-125 6 4212* 0,00 - 121,44
Glicoproteina acida Mas 6 11,91 5,94 - 88,44 4 3224 0,00 - 77,76 7 0,004 0,00 - 65,88 0 t t 4 58884 0,00 - 103,68
Masg 6 1878 0,00 - 40,02 4 2350 0,00 - 72,90 7 0,004 0,00 - 0,00 0 t t 4 47,724 0,00 - 87,48
Mo 7 117,804 80,08-171,60 6 0,008 0,00 - 0,00 9 0,008 0,00 - 96,40 6 0,008 00-000 6 0,008 0,00 - 0,00
IgG de cadeia leve Ma4 6 938,444 658,68-1256,50 4 756,448 630,24-1334,40 7 560,168 371,80-1006,02 0 t t 4 949,448 707,20 - 1579,52
Mag 6 974,794 427,18-170580 4 598,434 526,75-1470,02 7 544,318 313,32-95850 0 t t 4 718,118 645,00 - 1558,40

T 6bito

Aamedianas seguidas de letras diferentes maidsculas na linha diferem entre si pelo teste de Dunn (p<0,05).

Auséncia de letras indica que ndo houve diferenca estatistica.
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