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RESUMO
As proteinas de fase aguda (PFAs) inibem a continuidade do dano tecidual e ativam
0 processo de reparacdo tecidual, aléem de serem os indicadores mais fiéis da
resposta sistémica frente aos processos inflamatorios e infecciosos. Foram utilizados
50 bovinos mesticos, com 18 meses de idade em média, os quais foram divididos
em dois grupos de 25 animais, de acordo com o0 sexo. Os materiais bioldgicos
coletados para o presente estudo foram o soro e o liquor. Para avaliar a sanidade
dos animais do estudo, foram realizados exames clinicos como avaliacdo da
temperatura retal (TR), frequéncia cardiaca (FC) e frequéncia respiratoria (FR), além
das andlises das bioquimicas séricas e liqudricas de Aspartato Aminotranferase
(AST), Lactato Desidrogenase (LDH), Creatina Quinase (CK) e Gama
Glutamiltransferase (GGT). Para a separacao e identificacdo das PFA dos analitos
em questdo, foi empregada a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE). As proteinas obtidas no soro e no
liquor dos animais avaliados foram a imunoglobulina A (IgA) com peso molecular
aproximadamente de 169 kDa, ceruloplasmina 104 kDa, transferrina 77 kDa,
albumina 64 kDa, a1-antitripsina 58 kDa, imunoglobulina G (IgG) com 85 kDa,
haptoglobina 43 kDa e a1-glicoproteina acida (GPA) 39 kDa, de maneira que a a1-
antitripsina ndo apresentou concentragfes séricas. Os exames fisicos e bioquimicos
séricos e liquoricos apresentaram-se condizentes aos de bovinos saudaveis,
destacando-se que a analise de CK liquorica ndo gerou leituras de sua atividade. O
efeito do sexo foi observado nas PFA do soro para as variaveis GPA e IgG, onde os
machos apresentaram concentracdes significativamente mais elevadas em ambos
0s casos. A avaliacdo e padronizacdo das PFA liquoricas para bovinos higidos é
relevante, de maneira que estes dados ainda ndo sao relatados na literatura e,
devido a importancia clinica destas, futuramente possam vir a ser associadas no

diagnostico de afecgbes neuroldgicas da espécie em questao.

Palavras-chave: Eletroforese, Proteina de fase aguda, Liquor, Diagndstico.



ABSTRACT
Acute phase proteins (AFP) inhibit the continuity of tissue damage and activate the
process of tissue repair as well as being the most faithful indicators of systemic
responses in the inflammatory and infectious processes. Crossbred 50 steers were
used, 18 months old on average, who were divided into two groups of 25 animals,
according to sex. Biological materials collected for this study were the serum and
cerebrospinal fluid (CSF). To assess the health of study animals, clinical trials were
performed as evaluation of rectal temperature (RT), heart rate (HR), respiratory rate
(RR), in addition to analyzes serum biochemical and CSF Aspartate Aminotranferase
(AST), lactate dehydrogenase (LDH), creatine kinase (CK) and gamma glutamyl
transferase (GGT). For the separation and identification of the analytes in question
PFA, it was used electrophoresis in polyacrylamide gel containing sodium dodecyl
sulfate (SDS-PAGE). The proteins found in serum and cerebrospinal fluid of
evaluated animals were immunoglobulin A (IgA) having a molecular weight of
approximately 169 kDa, ceruloplasmin 104 kDa, transferrin 77 kDa, albumin, 64 kDa,
al-antitrypsin 58 kDa immunoglobulin G (IgG) with 85 kDa, 43 kDa haptoglobin and
al-acidic glycoprotein (GPA) 39kDa, so that the a1-antitrypsin showed no serum
concentrations. The physical examination and serum and CSF biochemical
presented is consistent to the healthy cattle, especially the CK CSF analysis yielded
no readings of their activity. The gender effect was observed in the serum AFP for
GPA and IgG variables, where the males showed significantly higher concentrations
in both cases. Evaluation and standardization of CSF PFA for healthy cattle is
important, so that these data are not reported in the literature and, due to the clinical
importance of these in the future may be associated in the diagnosis of neurological

disorders of the species concerned.

Keywords: Electrophoresis, Acute phase protein, Cerebrospinal fluid, Diagnosis.



ABREVIATURAS

AST-Aspartato aminotransferase

BHA- Barreira Hematoencefalica

CK- Creatinaquinase

Cp- Ceruloplasmina

GGT-Gama glutamiltransferase

GPA- a1-glicoproteina acida

Hp-Haptoglobina

IL-1- Interleucinal

IL-6- Interleucina6

LCR- Liquido cefalorraquiano

LDH- Lactato desidrogenase

PAMP- Padrbdes Moleculares Associados a Patdgenos
PCR- Proteina C Reativa

PFA- Proteinas de fase aguda

RRP- Receptores de Reconhecimento de Padrbes
SAA- Amiloide A sérica

TNF-a- Fator de Necrose Tumoral Alfa

a1-GPA- a1-glicoproteina acida
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1-INTRODUCAO

A bovinocultura possui papel de destaque no cenario do agronegdécio
Nacional e Internacional. Frente a este contexto, o Brasil € detentor do segundo
maior rebanho bovino do mundo, com cerca de 200 milhdes de animais. Em 2004,
assumiu a lideranca nas exportagdes, aliado a presenca da atividade em todos 0s
estados brasileiros, denotando a importancia econémica e social da bovinocultura no
pais (MAPA, 2015).

Entretanto, o grupo das doencas neurologicas que acometem o rebanho
bovino, constitui-se como importantes entraves para o continuo desenvolvimento e
expansdo do agronegdécio da bovinocultura brasileira devido ao intenso quadro de
morbidade e aos altos niveis de mortalidade causados por esta classe de doencas
(LEMOS, 2005). Em estudo retrospectivo das afec¢des presentes no rebanho bovino
brasileiro, Souza (2013) descreve as doencas do sistema nervoso bovino com
prevaléncia de 53,58% sobre as dos demais sistemas, com especial destague para
a raiva, o botulismo e a polioencefalomalacia (PEM).

O diagnéstico de doencgas neurolégicas muitas vezes requer equipamentos
especificos, demandam tempo, sao onerosos e dificeis de serem realizados. Desta
forma, faz-se necesséario o desenvolvimento de métodos diagndsticos confiaveis,
seguros, baratos e que abranjam de forma representativa os rebanhos bovinos
(SOUZA, 2013). O liquido cefaloraquidiano (LCR), produzido nos ventriculos
cerebrais, é responsavel pela protecao, nutricdo e defesa do sistema nervoso central
(SNC) e parte do sistema nervoso periférico (GAMA et al., 2005). O exame deste
liquido traz informacdes preciosas sobre a higidez do SNC dos animais. Neste
sentido, técnicas de citologia, pesquisa de anticorpos e Reacdo em Cadeia de
Polimerase (PCR) sdo empregadas com sucesso na analise do LCR (CUNHA et al.,
2009).

Nas duas ultimas décadas, o interesse centrou-se sobre o potencial das
proteinas de fase aguda (PFAs), como indicadores da presenca, grau e,
naturalmente, do tempo de inflamacdo, uma vez que estas proteinas sdo liberadas
em grandes quantidades para a corrente sanguinea em resposta a infeccéo e leséao

de tecidos. Componentes ndo especificos do sistema imune, as PFAs inibem a



continuidade do dano tecidual, isolando e destruindo o agente agressor e ativando 0
processo de reparagdo necessaria para o retorno a normalidade. As concentracdes
circulantes das PFAs relacionam-se a intensidade da afeccdo e a extensdo das
lesGes teciduais apresentadas pelo animal; portanto, sua quantificacdo pode prover
informacdes diagndsticas e progndsticas importantes, se mensurada em tempo ideal
(MURATA et al., 2004; PETERSEN et al., 2004).

Na dependéncia da espécie animal, as PFA séo consideradas indicadores mais
fiéis da resposta sistémica frente aos processos inflamatérios e infecciosos, quando
comparadas a outras variaveis, tais como hipertermia e a presenca de leucocitose
associada a neutrofilia (JAIN, 2011). Assim sendo, acredita-se que importantes
esclarecimentos sobre a fisiopatogenia de doencas neuroldgicas poderdo advir apés
o estabelecimento do tracado eletroforético das proteinas de fase aguda contidas no
LCR de bovinos higidos e que este, viabilizara a interpretacdo das amostras
alteradas. Assim sendo, o0 objetivo deste estudo foi o de determinar o proteinograma
do LCR de bovinos higidos, utilizando-se a técnica de eletroforese em gel de

poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE).



2- OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar o perfil eletroforético das proteinas de fase aguda do liquido
cefalorraquidiano (LCR) e do soro de bovinos higidos com idade média de 18

meses.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Correlacionar os achados do proteinograma do LCR com o do soro;

2. Correlacionar os achados do proteinograma do LCR e do soro com

biomarcadores de lesdes teciduais e de fungao organica;

3. Avaliar e discutir provaveis diferencas entre o proteinograma do LCR e do

soro em funcdo do sexo dos animais.



3- JUSTIFICATIVA

A andlise do LCR fornece subsidios esclarecedores sobre a higidez do SNC
dos animais. Muitas afeccfes podem produzir alteragcdes na composicdo do LCR e
evidenciar subprodutos do processo patoldégico ou mesmo, alteracbes na
permeabilidade da barreira hematoencefélica. As proteinas de fase aguda (PAF),
componentes ndo especificos do sistema imune, sédo cada vez mais utilizadas como
biomarcadores de progndstico e no monitoramento das respostas a tratamentos,
juntamente com determinantes gerais da saude dos bovinos. Sabe-se que estas
contribuem para o restabelecimento da homeostase, limitando o crescimento
bacteriano de forma independente dos anticorpos, que aparecem logo apds a
instalacdo de processos inflamatorios, infecciosos, trauma cirurgico, estresse e

neoplasias.

Diante do exposto, acredita-se que a partir da determinacdo do perfil das
proteinas de fase aguda contidas no LCR de bovinos higidos seja possivel o
estabelecimento de padrbes proteicos que possam ser confrontados com amostras
provenientes de animais portadores de afeccdes relacionadas ao Sistema Nervoso.



4- REVISAO DE LITERATURA

4.1 PROTEINAS DE FASE AGUDA

As proteinas sdo substancias organicas formadas por aminoacidos unidos
entre si, formando uma cadeia polipeptidica. S&8o0 as macromoléculas mais
abundantes do organismo, constituindo cerca de 50% do peso vivo. Esta
biomolécula apresenta grande versatilidade funcional, das quais se destacam as
atividades enzimaticas, de transporte, estruturais e imunolégicas (GONZALEZ e
SILVA, 2006). Algumas proteinas possuem caracteristicas especificas podendo ser
utilizadas como biomarcadores sensiveis do processo inflamatorio, sinalizadoras de
doencas, determinacdo de diagndsticos e progndsticos, controle da eficiéncia de
tratamentos e na triagem para controle da saude de rebanhos. Estas proteinas sao
conhecidas como Proteinas de Fase Aguda (PFAS). Essas proteinas podem alterar
suas concentracdes séricas em mais de 100% em resposta a reacdes pro-
inflamatorias estimuladas por citocinas durante processos patolégicos (ECKERSALL
e BELL, 2010).

A inflamacdo é uma resposta coordenada do organismo frente a traumas ou
lesbes teciduais produzidas por agentes fisicos (traumatismos e/ou cirurgias),
quimicos (téxicos irritantes) ou biolégicos (agentes infecciosos). A reacao
inflamatéria € um componente da resposta imune inata. A imunidade inata
representa uma resposta rapida e estereotipada a um numero grande, mas limitado,
de estimulos. E representada por barreiras fisicas, quimicas e bioldgicas, células
especializadas e moléculas soluveis, presentes em todos os individuos,
independente de contato prévio com imundégenos ou agentes agressores, nao
alterando-se qualitativa ou quantitativamente ap0s o contato. As principais células
efetoras da imunidade inata sdo: macréfagos, neutréfilos, células dendriticas e
células Natural Killer (NK). Os principais mecanismos na imunidade inata
compreendem a fagocitose, liberacdo de mediadores inflamatorios, ativagédo de
proteinas do sistema complemento e sintese de proteinas de fase aguda (PFA) a
partir de citocinas e quimiocinas inflamatérias (CRUVINEL et al., 2010).



As citocinas sao produzidas a partir da interagdo entre Receptores de
Reconhecimento de Padrdes (RRP), dentre os quais a familia dos receptores Toll-
like (TLRs), presentes nas células de defesa, com estruturas moleculares dos
microrganismos, os Padrbes Moleculares Associados a Patégenos (PAMPS)
(CRUVINEL et al., 2010). Estas citocinas caracterizam-se como proteinas de baixo
peso molecular, frequentemente glicosiladas, produzidas em resposta a patdgenos,
aos seus produtos e outros sinais associados (MATEOS, 2000). As citocinas pro-
inflamatorias sao liberadas, principalmente, por mondcitos ou macréfagos, de forma
a estimularem a sintese de PFAs pelo figado. As principais citocinas responsaveis
por ativar a sintese de PFAs no tecido hepético sdo a interleucina-1 (IL-1),
interleucina-6 (IL-6) e TNF-a (MURATA, 2004). Outro fator envolvido na producao e
liberacdo das PFAs é o cortisol. Os corticosterdides_sédo sintetizados e liberados
quando necessarios, ndo sendo estocados nas ceélulas adrenais. O principal
estimulo para a sua secrecdo é o hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH), ou
corticotropina, produzido na adeno-hipdfise (RODRIGUES, 2006). Quando o
horménio liberador da corticotropina sinaliza para adrenal a liberacdo do cortisol
este, promove um efeito generalizado sobre o catabolismo tecidual, mobilizando
aminoacidos da musculatura esquelética para a sintese hepética de proteinas de
fase aguda (RODRIGUES, 2006).

Células inflamatérias como 0s mastocitos, leucocitos e macréfagos liberam
substancias denominadas citocinas pré-inflamatérias como as interleucinas e Fator
de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a), que ativam células endoteliais e induzem a

expresséo de moléculas de adesdo em sua superficie (RODRIGUEZ, 2013).

A cinética da resposta das PFAs varia em funcdo da espécie animal e do tipo
de agente indutor. Em geral, sua producéo inicia-se entre 6 e 8 horas apés a
agressao e atingem a concentracdo maxima em torno de 24 a 48 horas apo0s o inicio
da resposta, diminuindo assim que se produz uma melhora no estado de saude do
animal (ECKERSALL, 2008). As principais fungbes das PFAs dependem da
interacdo destas com os ligantes de varias origens, formando complexos que sao
removidos pelos reticulos endoplasmaticos ou hepatocitos. Com isso, podera ocorrer
inibicAo de proteases, neutralizacdo de moléculas toxicas, eliminacdo de
membranas celulares e cromatina (ALMEIDA, 2006). Pesquisas recentes mostram

gue a quantificacdo de PFAs no plasma ou no soro sanguineo pode ser util no



diagndstico, prognostico e monitoramento de doengas e também, na avaliagcdo do
bem-estar de individuos ou de rebanhos (SIMPLICIO et al., 2013). Ensaios para a
quantificacdo de PFAs apontam sua afericdo rotineira no futuro, a fim de avaliar a
saude animal, aperfeicoar o desempenho produtivo individual, monitorar a eficacia
de terapias antibioticas, detectar doencas e ainda, propiciar beneficios consideraveis
a seguranca alimentar, por meio da avaliacdo dos animais antes do abate
(SKINNER, 2001).

Atualmente o método mais utilizado para a deteccdo das PFAs € a técnica de
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de soédio (SDS-
PAGE). Sua execucdo é relativamente simples e de baixo custo. Este método
possibilita a determinacdo de concentracdes proteicas extremamente baixas e a
identificacdo de 20 a 30 proteinas, sendo necessarias apenas pequenas
guantidades de amostra. Tem sido utilizada com eficiéncia para a obtencdo do
proteinograma em diversas espécies, inclusive bovinos (CALAZANS et al., 2009).

As PFAs podem ser classificadas em positivas e negativas. As positivas
aumentam sua concentracdo durante a resposta de fase aguda, porém, as PFAs

negativas apresentam diminuicdo na concentracdo (ECKERSALL, 2008).

4.1.1. Proteinas de Fase Aguda Negativas:

Entre as PFA negativas, destacam-se a albumina e a transferrina.
a) Albumina

A albumina é a proteina mais abundante no plasma, constituindo importante
reserva proteica. Atua como transportadora de acidos graxos livres, aminoacidos,
metais, calcio, hormonios e bilirrubina, além de participar da regulacdo do pH
sanguineo (CARNEIRO, 2013).

Aumentos nas concentracdes séricas de albumina ocorrem exclusivamente
em situacdes de desidratacéo, de forma que seu aumento verdadeiro ndo ocorre em
nenhuma espécie de animal doméstico (ECKERSALL, 2008). No entanto, processos
patolégicos como danos hepéticos crénicos, deficiéncia alimentar, doenca renal,
sindrome da ma absorcdo intestinal, hemorragia e enteroparasitoses, podem

produzir quadro de hipoalbuminemia como consequéncia do catabolismo aumentado



da albumina, sendo este, associado a deficiéncia energética que estimular a
mobilizacdo de reservas de aminoacidos para entrarem na via da gliconeogénese
(CARNEIRO, 2013).

Bovinos com histérico de reticulopericardite traumatico geralmente
apresentam valores aumentados de albumina plasmatica, ja animais submetidos a
procedimentos cirdrgicos apresentam diminuicdo da concentracdo de albumina
denotando que o comportamento desta pode variar em virtude da afeccéo
(SOARES, 2008). Em animais intoxicados naturalmente pela Cestrum laevigatum e
gue desenvolveram hepatopatia, foi detectada diminuicdo consideravel nos niveis
séricos de albumina. Esta diminuicdo deveu-se a perda de funcéo do tecido hepético
durante a intoxicagdo (COUTINHO et al., 2013).

b) Transferrina

A transferrina também € uma PFAs negativa que possui a habilidade de
sequestrar o ferro livre circulante e no controle da absorgéo do ferro intestinal, bem
como na sua distribuicdo no organismo (TIZARD, 2008). O ferro € um dos nutrientes
essenciais para o crescimento bacteriano, desta forma, a transferrina age como um
elemento bacteriostatico. Saut et al. (2009) demonstraram que a diminuicdo na
concentracéo de transferrina observada em bovinos apés o parto ocorreu em funcao
da exposicdo do Utero destes animais a micro-organismos. Estudos em bezerros
recém-nascidos demonstraram que 0s niveis séricos de transferrina aumentaram até
os 15 dias de vida, permanecendo estaveis apds este periodo. Este comportamento
nao foi relacionado a resposta ao nascimento ou a ingestdo de colostro, mas sim a
um desenvolvimento fisiolégico natural, inerente ao periodo de vida do animal
(FAGLIARI et al., 2007; ROCHA et al., 2013).

A diminuicdo dos niveis da transferrina tem sido associada ainda a reacgdes
agudas causadas por ferimentos cirargicos (SAQUETTI, 2010), fruto de processos
infecciosos (SAMPAIO, 2013) ou mesmo de processos inflamatorios (SIMPLICIO et
al., 2013). No entanto, ensaio conduzido por Nogueira et al. (2013) demonstrou que
equinos submetidos a laparotomia exploratéria apresentaram aumento nos niveis de
transferrina do liquido peritoneal. Os achados foram associados a resposta
inflamatoria desencadeada pela ferida cirargica e pela propria lesdo entérica. Esta

proteina, além de ser encontrada no plasma em maior quantidade, pode ser



observada ainda em baixissimas concentragdes no LCR, humor aquoso e perilinfa
(CASTELL, 2007).

4.1.2 Proteinas de fase aguda positivas

Entre as PFAs positivas destacam-se a ceruloplasmina, a haptoglobina, o
fibrinogénio, a proteina C-reativa (PCR), amiloide A, a1-antitripsina e a glicoproteina
acida (SAUT et al., 2009). As PFAs positivas podem ser divididas ainda de acordo
com o seu nivel de aumento frente a resposta de fase aguda. As concentracdes
proteicas podem aumentar em 50% em relacdo aos seus valores basais, ter
incremento de 2 a 3 vezes o valor de referéncia ou apresentar rapidos aumentos de
até 1000 vezes sua concentracéo basal (MARTINEZ-SUBIELA et al., 2001).

As PFAs apresentam particularidades de acordo com a espécie em estudo.
Na espécie bovina as proteinas que sofrem maior aumento frente a processos
inflamatorios/infecciosos sado a haptoglobina (Hp) e amiloide A sérica (SAA). Estas
proteinas podem apresentar aumentos de 100 a 1000 vezes em relacdo a sua
concentracdo basal. A a1-glicoproteina acida (GPA), fibrinogénio, PCR e a ai-
antitripsina apresentam aumento moderado (2 a 3 vezes) em relacdo as
concentragbes basais (MARTINEZ-SUBIELA et al.,, 2001; ECKERSALL, 2008;
CRAY, 2009).

a) Fibrinogénio

O fibrinogénio é uma glicoproteina composta por duas subunidades, cada
uma das quais, consiste de trés cadeias polipeptidicas interligadas por pontes de
dissulfeto (ECKERSALL, 2008). Normalmente circula em niveis plasmaticos
uniformes, mas durante a fase aguda da inflamacé&o é liberado em maior quantidade
pelos hepatdcitos, elevando seus niveis (MARTINEZ-SUBIELA et al., 2001).

Aumento significativo nos niveis de fibrinogénio (8,86%) foi demonstrado por
Simplicio et al. (2013) em bovinos com fotossensibilizacdo. Em condigbes de manejo
extensivo, Silva et al. (2008) demonstraram que o fibrinogénio em bovinos apresenta
reatividade precoce em relacdo a alteracdes leucocitarias, apontando a eficiéncia do
seu uso no diagnéstico de afeccbes agudas. Entretanto, o fibrinogénio néo
apresenta grande confiabilidade na determinac&o de processos inflamatorios quando

utilizado isoladamente, pois sua concentracdo pode permanecer invariavel ou
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diminuir em enfermidades inflamatérias, pois o consumo desta proteina pode
exceder sua producao (WELLES et al., 1993).

b) Proteina C Reativa

A proteina C reativa (PCR) foi a primeira PFAs descrita devido ao seu
aparecimento precoce diante de processos inflamatérios, antes mesmo da
observacdo da hipertermia (CRAY, 2009). A PCR é um marcador de resposta de
fase aguda que apresenta rapido aumento dos seus niveis séricos apd6s dano
tecidual, infeccdo ou outros processos inflamatérios. Apos trauma agudo ou
infeccdo, a PCR € rapidamente sintetizada pelos hepatécitos (ANZILIERO et al.,
2013). Dentre suas funcbes bioldgicas destaca-se a ativacdo da fagocitose por
macrofagos e mondcitos de particulas antigénicas e de micro-organismos, producao

de citocinas e ativacao seletiva das células T citotoxicas (PETERSEN, 2004).

Na espécie humana, a PCR tem sido utilizada para diferenciar quadros de
meningites bacterianas e virais. Os niveis de PCR apresentam elevacoes
significativas em infec¢Bes bacterianas, diferentemente das infec¢Bes virais, onde
seus niveis ndo se modificam (ALMEIDA, 2006). Os niveis de PCR também
permaneceram inalterados em bovinos da raga Flamenga diagnosticados com
Leucose Enzodtica Bovina (ROCHA et al., 2014).

c) Haptoglobina (Hp)

A haptoglobina é uma glicoproteina do plasma que possui uma estrutura
tetramérica. Consiste de duas subunidades a combinadas com outras duas
subunidades B formando um complexo estavel ao se ligar a hemoglobina, de forma a
prevenir danos oxidativos (MARTINEZ-SUBIELA et al., 2001; RODRIGUEZ, 2013).

Em bovinos a determinacdo da concentracdo de Hp € util no monitoramento
da presenca e gravidade de processos inflamatorios agudos (GANHEIM et al., 2007,
ECKERSALL, 2008). A Hp é um dos biomarcadores mais sensiveis na espécie
bovina como demonstrado por Simplicio et al. (2013), ao comparar o0 proteinograma
de animais sadios com o de animais acometidos com afec¢fes inflamatoérias agudas,
havendo consideravel aumento de Hp nos casos patolégicos. Vacas e bufalas
submetidas a laparotomia apresentaram niveis elevados de Hp 24 horas apds os

procedimentos cirargicos, mantendo niveis elevados por até 120 horas no poés-
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operatorio (SAQUETTI, 2010). A haptoglobina est4 presente ainda, na maioria dos
fluidos corporais, tais como soro, urina, saliva, LCR, liquido amnidtico e ascite
(DOBRYSZYCKA, 1997).

d) ail-antitripsina

A al-antitripsina é considerada o principal componente entre os inibidores
de proteases, sendo que possui a funcdo de neutralizar as atividades das enzimas
proteoliticas, durante processo inflamatério agudo (DI FILIPPO et al., 2011). A a1-
antitripsina € um fraco inibidor da fibrindlise, porém potente inibidor do fator de
coagulacdo Xl. Em adigdo ao seu papel fibrinolitico, a a1-antitripsina é um dos
principais inibidores da proteina C reativa (McGAVIN e ZACHARY, 2007).

Em bezerros recém-nascidos, niveis de a1-antitripsina ndo foram detectados
por Rocha et al. (2013). Estes resultados podem ser comparados aos obtidos por
Fagliari et al. (2006), onde em proteinogramas realizados em trés grupos de
bezerros apenas em um deles foi detectada a presenca da a1l-antitripsina. A a1-
antitripsina também néo foi detectada no soro de bovinos adultos sadios (JULIANO
et al., 2009), no entanto Sampaio (2013) demonstrou a ocorréncia de aumento nos
niveis desta proteina em bovinos experimentalmente infectados com Trypanosoma

vivax, demonstrado sua importancia como indicador de processos infecciosos.
e) a1-Glicoproteina Acida (GPA)

A a1-glicoproteina acida € uma PFAs altamente glicosilada e possui elevado
conteudo de acido sidlico e componente da fracdo seromucoide do plasma, a qual
possui mais resisténcia a precipitacdo com acidos. Possui a capacidade de ligar-se a
compostos farmacologicos produzindo mudancas farmacocinéticas, além da
habilidade de neutralizar lectinas téxicas e endotoxinas (ECKERSALL, 2008).

Bovinos com fotossensibilizacdo ou mastite, apresentaram a al-
glicoproteina acida atuando como um biomarcador inflamatério sensivel, porém em
pacientes com onfaloflebite ndo foi verificada diferenca significativa nas
concentragdes séricas de GPA em relacdo aos animais sadios (SIMPLICIOet al.,
2013). Segundo achados de Hirvonen (2000), este fator se deve a GPA apresentar
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niveis moderados ou relativamente baixos em resposta a injuria tecidual nesta

espécie.

A a1l-glicoproteina acida participa ainda na manutencdo da homeostase
local, reduzindo os danos teciduais provocados pelos processos inflamatorios.
Lecchi et al. (2009), acreditam que a GPA esteja envolvida no processo de
resisténcia as bactérias. Ainda, em estudos do perfil da GPA em bovinos da raca
curraleiros, Juliano et al. (2009), demonstraram correlacdo positiva entre os valores
da Hp e da GPA indicando que fatores para a elevacdo destas estejam associados.

f) Amiléide A sérica (SAA)

A (SAA) é uma apolipoproteina que se associa a lipoproteinas de alta
densidade durante a resposta de fase aguda. Apresenta grande sensibilidade na
espécie bovina diante de processos inflamatérios. Vérios isétopos da SAA foram
descritos, dentre estes a SAA1 e SAA2 que respondem a estimulos inflamatérios com
aumento de sua producdo pelo figado e a SAAs que é expresso em tecidos nao

hepaticos, como pulmdes e glandulas mamarias (CECILIANI, 2012).

A proteina Mastite Amildide A Sérica (M-SAA) é um isétopo produzido no
tecido mamario, associado com a adaptacdo extrauterina dos recém-nascidos e
remodelacdo do tecido mamario. Esta proteina pode ser um indicador de processos
inflamatdrios e infecciosos do tecido mamario de bovinos (TOTHOVA et al., 2012).

g) Ceruloplasmina (CR)

A CR é uma glicoproteina que transporta a maior parte do cobre do
soro. Cada molécula transporta 6 a 8 atomos de cobre de acordo com a espécie
animal. E uma proteina de fase aguda, cujo aumento no plasma de ruminantes
indica processo inflamatdrio leve (MARTINEZ-SUBIELA et al., 2001). Apesar da
afirmacdo de Murata (2004) de que a CR seja um marcador inflamatorio menos
comum para bovinos do que outras PFAs, aumentos desta variavel foram
demonstrados em animais com mastite, fotodermatite e onfaloflebite (SIMPLICIO et
al., 2013). Em pacientes bovinos com fotossensibilizacdo hepatdégena foi verificado
aumento ainda maior dos niveis CR em relacdo a animais saudaveis. Este aumento

alcancou 309,1% em relacéo aos valores basais (FAGLIARI et al., 2007).
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4.2. APLICABILIDADE FISIOLOGICA DAS PROTEINAS DE FASE AGUDA

As PFAs apresentam diversos tipos de funcdes, como a identificacdo de
processos inflamatorios e infecciosos. Seu uso ja foi comprovado em afec¢gdes como
mastites, enterites, pneumonias, peritonites, endocardites e endometrites
(CECILIANI et al., 2012). Outra importante aplicacdo € a possibilidade de avaliacao
do bem-estar animal através de elaboracdo de proteinogramas de estresse
(ECKERSALL e BELL, 2010).

Estudos conduzidos por Fagliari et al. (2006) revelaram que as PFAs podem
ser utilizadas na avaliacdo da imunidade passiva e no diagnostico e progndstico de
doencas em bezerros neonatos, porém € preciso considerar as diferencas
fisiol6gicas, possivelmente decorrentes de influéncia genética reduzindo-se assim, o

risco da interpretagao incorreta dos resultados.

A CR e a Hp sdo apontadas por Simplicio et al. (2013) como o0s
biomarcadores mais confiaveis em bovinos com mastite, fotossensibilizacdo e
onfaloflebite. A GPA foi um bom marcador apenas em animais com mastite e
fotossensibilizacdo. Por sua vez, o fibrinogénio mostrou-se confiavel apenas em

bovinos com mastite, com elevacéo de 146,5% em relac&o ao grupo sadio.

Apesar das PFAs apresentarem alteracdes frente a diversas afeccdes de
carater infeccioso e inflamatério em bovinos, Carvalho (2010) ndo detectou
alteracdes significativas na concentracdo das PFAs em ovinos com pododermatite
causada por Fusobacterium necrophorum e Dichelobacter nodosus. Segundo Silva
et al. (2008), bovinos terminados a pasto apresentam maior concentracao sérica de
fibrinogénio em relagcdo a bovinos em confinamento. O aumento do fibrinogénio foi
atribuido ao constante desafio imunoldgico ao qual os animais sdo expostos nestas

condi¢cbes de manejo.

Existe também grande preocupacdo em minimizar os danos sofridos em
procedimentos cirdrgicos cruentos como a orquiectomia e a descorna. Pang et al.
(2006) avaliaram o efeito do carprofeno sobre o comportamento do cortisol e das
PFAs em bovinos castrados utilizando-se ligadura ou burdizzo, visando desta
maneira, a diminuicdo dos fatores inflamatérios durante o pos-cirargico. Os niveis de

cortisol e de Hp e fibrinogénio apresentaram-se diminuidos nos grupos de animais
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que receberam o carprofeno. Os resultados foram associados a diminuicdo dos
fatores inflamatérios no pos-operatorio. Afericbes dos valores de PFAs também
foram realizadas por Ting et al. (2003) em bovinos castrados através do burdizzo. O
estudo visava distinguir as diferencas entre grupos experimentais, nos quais eram
utilizados diferentes protocolos de analgesia e anestesia. Os resultados
demonstraram que 0s grupos experimentais em que se fez uso do cetoprofeno,
independente da realizacdo do bloqueio local ou anestesia epidural, apresentaram
reducdo significativa nos niveis de Hp e fibrinogénio. Tais achados denotam a
importancia do uso farmacologico de anti-inflamatérios ndo esteroidais em
procedimentos cirdrgicos nesta espécie. As PFAs podem ainda ser utilizadas no
estabelecimento do nivel de lesdo apds correcbes cirargicas. Concentracdes
elevadas de CR foram observadas no plasma e no liquido peritoneal de bezerros,

antes e apos herniorrafia umbilical congénita (SOARES, 2008).

O perfil eletroforético das proteinas do LCR de caes saudaveis e com
cinomose em fase nervosa e ndo nervosa revelou aumento nos niveis de PFAs nos
animais enfermos (GAMA et al., 2007). Em humanos, duas proteinas designadas de
130 e 131 foram detectadas, em baixas concentrac6es no LCR de pacientes com a
doenca de Creutzfeldt-Jakob (GARY et al., 1996).

4.3 LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO (LCR)

O LCR é produzido nos ventriculos cerebrais e irriga o sistema nervoso
central (SNC) e parte do sistema nervoso periférico. Possui as funcdes de protec¢éo,
nutricdo e, ainda, habilidade em promover a defesa do sistema nervoso,
transportando e colocando frente a frente agentes injuriantes e células de defesa
(GAMA et al., 2005). A conservacao das propriedades e fun¢des do LCR soO é
possivel gracas a barreira hematoencefalica que mantém um ambiente estavel para
a atividade neuronal, impedindo a passagem de substancias toxicas e protegendo os
neurdnios contra neurotransmissores circulantes (LATERRA e GOLDSTEIN, 1991),
entretanto, permite trocas ativas que ocorrem continuamente e que conferem o
dinamismo dos constituintes do LCR (GAMA et al.,, 2005). Deste modo os
constituintes liquoricos podem refletir situacdes de normalidade e condi¢cdes

patolégicas. Assim sendo, a analise do LCR constitui-se em um meio viavel e eficaz
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na avaliacdo do sistema nervoso, no que diz respeito ao diagnostico e progndstico
de inUmeras enfermidades (GAMA et al., 2005).

Aumentos nas atividades enzimaticas presentes no LCR de bovinos podem
indicar a existéncia de lesdes no tecido encefalico ou alteracdes na permeabilidade
da barreira hematoenceféalica. Os niveis liquoricos de creatina quinase (CK), lactato
desidrogenase (LDH) e aspartato aminotransferase (AST) encontram-se
aumentados no LCR apés lesdo de tecido nervoso ou apdés o aumento de
permeabilidade da barreira entre o sangue e o sistema nervoso (MOSCARDINI,
2007).

4.4 BIOQUIMICA CLINICA

A composi¢do bioquimica sanguinea reflete condicdes metabdlicas dos
tecidos, de maneira que sua alteracdo pode ser reflexo de lesbes teciduais,
transtornos no funcionamento dos 6rgaos, adaptacdo do animal frente a mudancas
nutricionais, fisiolégicas e desequilibrios metabdlicos especificos. Dessa forma, a
representatividade clinica de enzimas como a Aspartato Aminotranferase (AST),
Gama Glutamiltransferase (GGT), Creatina Quinase (CK) e Lactato Desidrogenase

(LDH) se faz necesséria na avaliacao da sanidade dos animais (NOLETO, 2012).

4.4.1 Aspartato Aminotranferase (AST)

A AST é responsével por catalisar a transaminagdo do L-aspartato e do 2-
oxoglutatarato em acetato e glutamato utilizando o piridoxal-5"-fosfato como cofator
(KANEKO, 2008). A AST apresenta grande atividade no tecido hepatico, muscular,
cardiaco e nos eritrocitos. O aumento dos niveis de AST se relaciona a existéncia de
doencas hepaticas graves e difusas, principalmente quando associado com ictericia
(CARDOSO et al., 2011), ja que a AST hepatica esta localizada nos hepatécitos com
81% a 85% do total da atividade na mitocondria e 15% a 19% no citoplasma, dessa
forma, existem duas izoenzimas de AST, uma citosélica e outra mitocondrial que
possuem pesos moleculares diferentes e existem em mdultiplas formas (BARINI,
2007).
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Em bezerros recém-nascidos, a atividade de AST se elevava a partir dos trés
meses de idade chegando a valores maximos em vacas com 48 a 72 meses
(GREGORY et al.,, 1999). Esta enzima se localiza no citoplasma das células
hepaticas e mitocondrias. Dessa forma, € possivel estimar a extensdo da lesao,
assim como as condi¢des de reversao desta, baseando-se no aumento e no tempo
no qual a AST manteve-se elevada. O aumento da atividade sérica da AST é

observado tanto em lesdes hepaticas reversiveis e irreversiveis (KANEKO, 2008).

A AST associada a creatina quinase (CK), pode ser utilizada no diagnéstico
de lesdes musculares. A CK apresenta pico maximo de elevacdo no periodo 4 a 6
horas apés a injuria muscular e seus valores retornam aos basais de 24 a 96 horas.
Ja as concentracdes séricas de AST apresentam pico apdés 24 horas e podem se
manter elevadas por 5 dias ou até algumas semanas apds trauma muscular
(THOMASSIAN et al., 2007). Esta avaliacdo corrobora com a indicacdo de lesdes
musculares mais antigas e na interpretacdo do conjunto de respostas, facilitando ou

mesmo estendendo o periodo de tempo dessa avaliagdo (CLAUDIO, 2012).

4.4.2 Creatina Quinase (CK)

A CK estd presente em maior atividade na musculatura esquelética. Sua
concentracdo varia de acordo com o grupo muscular estudado, de forma que,
musculos de “acdo rapida” possuem maior atividade de CK do que musculos de
“acao lenta” (BARINI, 2007). Tanto no miocéardio, quanto no musculo esquelético a
CK permite que, em situacbes de baixa demanda energética, a energia seja
armazenada na forma de creatina fosfato. Entretanto, em momentos que sao
necessarios maiores aportes energéticos para a contracdo muscular a CK catalisa a
transferéncia do fosfato de alta energia da creatina fosfato ao ADP para formar ATP
(KANEKO, 2008).

A CK apresenta duas subunidades distintas referidas como CKM (musculo) e
CKB (cérebro). Estas se combinam aleatoriamente para formar trés isoenzimas de
CK: CK-MM, CK-BB e CK-MB. O musculo esquelético da maioria das espécies tem
quase 100% CK-MM. O Coracéo tem principalmente CK-MM e uma quantidade
variavel de CK-MB. Por sua vez, o cérebro possui principalmente, CK-BB e pequena
guantidade de CK-MB e CK-MM (KANEKO, 2008). A atividade da CK no tecido
cerebral é aproximadamente 10% da encontrada no musculo esquelético. Sendo
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assim, a CK plasmética normalmente ndo penetra no LCR, de forma que qualquer
atividade do CK nesse fluido serd derivada do Sistema Nervoso Central. Em
algumas doencas neurolégicas da espécie bovina como raiva, leucose medular e
abscesso parahipofisario, ndo foram observadas diferencas nos valores de CK no
LCR, denotando que estas afec¢Bes ndo produzem alteracdes a permeabilidade da
barreira hematocefalica que permitam a passagem desta enzima (MOSCARDINI,
2007).

4.4.3 Gama Glutamiltransferase (GGT)

A GGT é uma enzima ligada a membrana, na superficie externa das células
através de um peptideo hidrofobo transmembranal. A localizacdo celular de GGT é
de grande relevancia, uma vez que a especificidade desta por determinados 6rgdos
pode ser usada como um teste de valor diagndstico (KANEKO, 2008). Na espécie
bovina a GGT esta presente em todas as células, com excecdo das musculares.
Atividades elevadas de GGT séo encontradas nos rins e principalmente no figado, ja
que este contribui provavelmente para a maioria, se nao toda a atividade da GGT
sérica. LesbBes hepatobiliares com colestase elevam seus niveis de GGT
rapidamente, devido a sua alta concentracéo nas células epiteliais biliares (SANTOS
et al., 2007).

A mensuracdo de GGT possui grande importancia na identificacdo de
alteracbes hepaticas quando os niveis de AST estdo aumentados. Isoladamente,
aumentos nos niveis de AST podem ser inespecificos para o esclarecimento da
condicdo hepatica, jA que alteracdes musculares elevam seus valores. Entretanto,
guando o aumento da AST esta associado ao de GGT, o valor diagnéstico é
aumentado (CARDOSO et al., 2011).

Em bovinos as principais enzimas utilizadas para a avaliacdo do perfil
hepatico sdo a GGT e AST. Estudo realizado por Cardoso et al. (2011), demonstrou
haver diferenga na atividade destas enzimas entre bovinos das racas Nelore,
Curraleiros e Pantaneiros. Outra alteracdo presente na atividade de GGT, que né&o
se relaciona a causas patoldgicas, refere-se as idades dos conceptos. Bezerros
recém-nascidos apresentam picos na atividade de GGT com 12 horas apos o
nascimento e os valores decrescem entre 16 a 30 dias de vida, estabilizando-se
(FEITOSA et al., 2009).
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4.4.4 Lactato Desidrogenase (LDH)

A LDH catalisa a interconverséo reversivel do lactato e piruvato, além de ser
umas das maiores moléculas de proteina do corpo. As moléculas de LDH sé&o
tetraméricas, formadas por quatro subunidades; estas podem ser de duas formas, M
(muscle) ou H (heart). As combinagBes possiveis dessas subunidades resultam em
cinco isoenzimas de LDH, que podem ser separadas por eletroforese (CLAUDIO,
2012).

A LDH é uma enzima presente em ampla variedade de estruturas como tecido
muscular, endotelial e nervoso. Frequentemente é usada como marcador de danos
teciduais, além de apresentar-se abundante nas células vermelhas, o que permite

sua utilizacdo como biomarcador para hemodlise (THOMASSIAN et al., 2007).

Dentre os testes laboratoriais utilizados para a avaliagdo da integridade
muscular as enzimas CK, LDH e AST sdo as mais utilizadas. Estas enzimas
apresentam concentracfes altas no citoplasma das células musculares (BARINI,
2007). Entretanto, devido a meia-vida de LDH, sua atividade permanece aumentada
por algum tempo apds a lesdo inicial, podendo assim, ser util em diagndsticos
retrospectivos. Atividades séricas e liquoricas aumentadas de CK, AST e LDH, séo
detectadas em associagdo com diversas doencas neurolégicas ou aumento da
permeabilidade da membrana, como, por exemplo, durante a intoxicagdo por
Solanum paniculatum (MOSCARDINI, 2007; REGO et al., 2012).
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5- MATERIAL E METODOS

5.1 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para realizacdo deste ensaio 50 bovinos mesticos, machos e fémeas, com
meédia de idade de 18 meses foram utilizados. Os animais apresentavam em média
350 Kg de peso corporal, de forma que todos eram criados extensivamente em
pasto formado por Brachiara decumbens e vacinados contra clostridiose, febre
aftosa e raiva visando o abate humanitario para consumo humano. Os animais foram
avaliados clinicamente e ao ser constatada a inexisténcia de doencas inflamatorias
e/ou infecciosas, foram submetidos a colheita de liquido cefalorraquidiano. Os
animais foram alocados em dois diferentes grupos experimentais, Gl (n=25)=
bovinos machos e Gll (n=25)= bovinos fémeas.

No que diz respeito as questdes de bioética e bem-estar animal, o presente
trabalho de pesquisa foi submetido & Comissédo de Etica no Uso de Animais (CEUA)

da UENF, tendo sido devidamente aprovado sob o nimero de protocolo 291.

5.2 EXAME CLINICO

Os animais foram submetidos a exames clinicos e os parametros, frequéncia
cardiaca e respiratoria, temperatura retal e coloracdo das mucosas oculares foram
aferidos. A observacdo da existéncia de alteracbes e/ou ferimentos e lesdes
corporais automaticamente excluiu os animais das analises. Os animais também

foram submetidos ao exame neurolégico (Anexo ).

5.3 COLHEITA DAS AMOSTRAS DE LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO (LCR)

As colheitas de LCR foram realizadas através da puncéo do espaco atlanto-
occipital utilizando-se o mandril do cateter 14G*. Para colheita, os animais foram
sedados com cloridrato de xilazina a 2%? na dose de 0,05 a 0,08 mg/kg, via
intramuscular. Na sequéncia, o animal foi colocado em um brete de contencéo e

com o auxilio de um imobilizador nasal tipo formiga e teve a cabeca flexionada em

1 Jelco®
2 Rompun®
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direcdo ao pescoco, formando um &ngulo de 90° (STOBER, 1993). A regido
puncionada foi submetida a tricotomia e antissepsia rotineiras e na sequéncia,
procedeu-se com o bloqueio anestésico local com cloridrato de lidocaina a 2%?,
aproximadamente 5mL por animal. O local exato de puncéo, foi determinado pela
regido delimitada por um triangulo, formado pela protuberéancia do osso occipital e as
bordas da asa do atlas, conforme técnica descrita por Scott (2004).

Apés a colheita, as amostras de liquido cefalorraquidiano foram
acondicionadas em tubos estéreis tipo eppendorf, identificadas e armazenadas a -

20°C até o momento das analises.

5.4 COLHEITA DAS AMOSTRAS DE SANGUE

Amostras de sangue foram colhidas mediante punc¢éo jugular utilizando-se
agulhas hipodérmicas 40x1,2 mm e seringas plasticas descartaveis. As amostras
foram colhidas em frascos estéreis sem anticoagulante. Ato continuo foi realizada a
centrifugacdo a 200G por 5 minutos e ap0s sinérese, identificadas e armazenadas a
-20°C até o momento das andlises laboratoriais.

5.5 ANALISES LABORATORIAIS

5.5.1 Liofilizacao
As concentracdes das proteinas totais séricas e liqudricas foram obtidas pelo
método do Biureto, e Sensiprot, respectivamente, com o auxilio de um conjunto de

reagentes” e leituras espectrofotométricas®.

Para o fracionamento eletroforético das fracdes proteicas do soro e do liquido
cefalorraquidiano, procedeu-se com a eletroforese em gel de poliacrilamida,
contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE). Entretanto, no caso do LCR, foi
necessario que primeiramente realiza-se a liofilizagdo do mesmo, devido a baixa

concentracéo de proteinas no LCR. Para tanto, foram pipetadas aliquotas de 1ml de

3 LidoFarm®
4 Labtest Sistema de Diagnosticos Ltda. - Lagoa Santa, Brasil.
> Biosysten®- BTS-350.
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cada amostra para acondicionamento em tubos Falcons de 15mL. Em seguida as
amostras passaram por um processo de congelamento em nitrogénio liquido. Este
congelamento foi realizado de maneira que o material amostral formasse uma fina
camada na parede do tubo, facilitando o processo de liofilizacdo. O tubo foi entédo
lacrado com papel filme e neste, foram realizados varios orificios com o auxilio de
uma agulha estéril 25X8 mm, permitindo assim, que ocorresse 0 processo de

liofilizacdo, porém, impedindo uma possivel perda da amostra durante o processo.

A liofilizacdo foi realizada em um aparelho Liofilizador®, que deve estar
previamente resfriado a -40°C. ApGs atingir a temperatura determinada, a bomba de
vacuo € ligada, para que a presséao do sistema caia pelo menos até 500uHg. Nestas
condi¢des, as amostras foram inseridas nos frascos de liofilizagdo e estes foram
fechados com uma tampa de borracha contendo um adaptador que se conecta ao
liofilizador. Apds a conexédo do frasco a torneira do sistema, a valvula de vacuo desta
€ aberta e aguardou-se cerca de 8 horas, até que o0 processo estivesse concluido.
As liofilizacdes foram realizadas no Laboratorio de Biotecnologia do Reconhecer no
Centro de Biociéncias e Biotecnologia da Universidade Estadual do Norte
Fluminense (UENF).

5.5.2 Eletroforese em gel poliacrilamida com dodecil sulfato de sddio

Para realizacdo da eletroforese, a placa que contém o gel foi acoplada ao
suporte de sustentacdo apropriado, em contato com uma cuba contendo solucdo
tampdao apresentando pH 8,9. As placas foram preenchidas com o gel de separagéao
a 10% e, apods polimerizacdo, com o gel de empilhamento a 4%. Passadas algumas
horas para polimerizagdo do material, o préximo passo consistiu no preparo das
amostras para o fracionamento das proteinas adicionando-se 10uL de soro
sanguineo ou LCR concentrado, diluindo-os em 30uL de tampao-fosfato (PBS), e
20uL de gel mix e aquecidas sobre agua em ebulicdo por 10 minutos. Uma aliquota
de 5uL de cada amostra foi depositada em uma determinada cavidade do gel, tendo
a primeira e a ultima amostra de cada gel em duplicata, além da amostra padrao
como referéncia, que sempre € colocada em uma cavidade preestabelecida
(NOGUEIRA, 2014).

6 LioTop L-101
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O conjunto foi submetido a corrente elétrica inicial de 20 mA por gel, fornecido
por uma fonte de energia apropriada. Apos a passagem das amostras do gel de
empilhamento para o gel de separacdo, a corrente elétrica foi aumentada em 25%
do valor inicial, perfazendo um total de 40 mA. Terminada a separacao, a fonte
elétrica foi imediatamente desligada e o gel, retirado da placa para ser corado
durante duas horas em solugcéo de azul de Coomassie 0,2% sob agitacdo horizontal
constante para uma coloracao uniforme. Em seguida o gel foi submerso em solucao
descorante a base de metanol para retirar 0 excesso de corante, até que todo o gel
se apresentasse nitido (NOGUEIRA, 2014). Os pesos moleculares e as
concentracbes das fracOes proteicas foram determinados por densitometria
computadorizada’. Para o célculo do peso molecular, foram utilizados marcadores
(Sigma Marker 6.500 — 200.000) de pesos moleculares de 200, 116, 97, 66, 55, 45,
36, 29, 24 e 20kDa, além das proteinas purificadas albumina, a1l-antitripsina,
haptoglobina, ceruloplasmina, transferrina e imunoglobulina G (1gG) (Anexo Il). Os
procedimentos descritos foram realizados no Laboratorio de Apoio a Pesquisa do
Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho’(UNESP), Campus Jaboticabal-SP.

5.5.3 Bioquimica sérica e liquorica

A determinacdo da concentracao sérica e liquérica das variaveis AST, GGT,
CK e LDH foi realizada com o auxilio de um conjunto de reagentes?® e realizada em
aparelho de leitura espectrofotométrica®. Para tanto, as amostras foram
descongeladas rapidamente a 37° C para que ndo houvesse a formacao de cristais
de gelo e em seguida, estas foram pipetadas em tubos de ensaio juntamente com o
reagente de cada teste realizado, de acordo com as especificacdes do fabricante®.
Por fim, foi realizada a leitura em aparelho de espectrofotometria adequado®. Todos
os testes foram realizados no Setor de Patologia Clinica do Laboratério de Clinica e
Cirurgia Animal do Hospital Veterinario da Universidade Estadual do Norte
Fluminense (UENF).

7 Fotodynelnc, Houston, TX, USA
8 | abtest Sistema de Diagnosticos Ltda. - Lagoa Santa, Brasil
9 Biosysten- BTS 350
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6- ANALISE ESTATISTICA

As anadlises estatisticas foram realizadas em duas fases, sendo a primeira
referente ao proteinograma das amostras e a segunda, o perfil enzimatico hepatico e
tecidual. Para a padronizacdo dos niveis de atividade enzimética sérica e liquorica,
assim como das concentracdes padrdo das proteinas de fase aguda séricas e
liqudricas, ambas avaliadas em funcéo do sexo, foi utilizado o “Teste F”. Foi testada
também se ha heterogeneidade de variancias com uso da teoria de modelos
lineares, andlises essas, feitas com o procedimento MIXED do software SAS.
Procedimento semelhante foi utilizado na andlise estatistica da temperatura retal,
pois assim como os demais dados, este também apresenta distribuicdo normal.
Entretanto, as analises da frequéncia respiratoria e frequéncia cardiaca, realizadas a
fim de estabelecer os valores de normalidade para o rebanho analisado em funcéo
do sexo, foi utilizada a teoria de modelos lineares generalizados com pressuposicao
das duas caracteristicas possuirem distribuicdo de Poisson, utilizando procedimento
GLIMMIX do software SAS. Por fim, foi realizada Correlacdo de Pearson para o
estabelecimento de possiveis associacdes entre 0s niveis de atividade enziméatica e
concentragdes proteicas entre as amostras serica e liquérica, utilizando para tanto, o

procedimento CORR do software SAS.
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7-RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 RESULTADOS DOS EXAMES FiSICOS E BIOQUIMICOS SERICOS E
LIQUORICOS

Os dados referentes a avaliagéo clinica, bem como a estatistica calculada,
estdo expostos na Tabela 1. Para as variaveis frequéncia respiratoria, frequéncia
cardiaca e temperatura corpérea nao houve variacdo por efeito do sexo e as médias
apresentaram-se dentro dos limites de confianga estabelecidos para bovinos.

Na bioguimica sérica, foram avaliadas as atividades de AST, CK, LDH e GGT,
de forma que os analitos e as médias obtidas (Tabelas 2 e 3) apresentaram-se
dentro dos limites de confianca estabelecidos para os bovinos do presente ensaio.
Com relacdo a atividade sérica de CK, esta apresentou efeito quanto ao sexo, onde
as fémeas demonstraram medias superiores aos machos (Tabela 2).

Da mesma forma que no soro, nas amostras liquoricas bovinas foram
avaliadas as atividades de AST, CK, LDH e GGT, sendo que apenas a CK liquérica
nao apresentou leitura para os animais aqui avaliados (Tabela 3). As demais
variaveis aferidas apresentaram-se dentro dos limites de confianca estabelecidos
para os bovinos do presente ensaio. Nao houve correlacdo entre os valores séricos
e liqudricos de AST, CK, LDH e GGT quando analisados pelo método de Correlagéo

de Pearson.
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Tabela 1: Valores médios, erro padrao da média, intervalo de confianga com limite inferior
(LI) e limite superior (LS) obtidos para as variaveis temperatura corporal (TR), frequéncia
cardiaca (FC) e frequéncia respiratéria (FR) de 50 bovinos mesticos sadios, machos (Gl) e
fémeas (GlI).

Parametro Sexo Média Erro padrao Intervalo de P Valor*
confianga (99%)

LI LS

Gl 38,68 +0,021 38,62 38,73

TR-°C 0,2826
Gll 38,64 +0,019 38,59 38,70
Gl 65,2 +0,03 64,2 66,3

FC- BPM 0,7998
Gll 65,8 +0,02 64,8 66,9
Gl 36,7 +0,03 35,6 37,8

FR- RPM 0,4911
Gll 37,9 +0,03 36,8 38,9

*P Valor: Significancia de efeito do sexo para valores de P<0,01.

Tabela 2: Valores das médias, erro padréo, intervalo de confianga com limite inferior (LI) e
limite superior (LS) obtidos para as variaveis aspartato aminotransferase (AST), lactato
desidrogenase (LDH), gama glutamiltransferase (GGT) e creatina quinase (CK) do soro
(UIL) de 50 bovinos mesticos sadios, machos (Gl) e fémeas (Gll).

Enzimas Sexo Média- UI/L  Erro padrédo Intervalo de P <0,01
confianca (99%)

LI LS
Gl 146,67 16,266 129,85 163,49
AST 0,2557
Gll 156,76 16,139 140,28 173,24
Gl 1865 1945 1611 2119
LDH 0,7888
Gll 1900 +92,6 1652 2149
Gl 22 +1,3 18 25
GGT 0,0512
Gll 18 +1,2 15 21
Gl 316,2 +32,98 223,6 408,8
CK 0,0016
Gll 556,9 162,51 382,1 731,8

*P Valor: Significancia de efeito do sexo para valores de P<0,01.
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Tabela 3: Valores das médias, erro padréo, intervalo de confiangca com limite inferior (LI) e
limite superior (LS) obtidos para as variaveis aspartato aminotransferase (AST), lactato
desidrogenase (LDH) e gama glutamiltransferase (GGT) do liquor (UIL-1) de 50 bovinos
mesticos sadios, machos (Gl) e fémeas (Gll).

Enzimas Sexo Média- UI/L  Erro padréao Intervalo de P Valor*
confianga (99%)

LI LS

Gl 22,750 +2,9834 14,734 30,766

AST 0,0153
Gll 33,375 +2,9834 25,359 41,391
Gl 9,189 +0,5093 7,759 10,619

LDH 0,3848
Gll 10,158 +0,9767 7,417 12,900
Gl 2,814 +0,1416 2,415 3,213

GGT 0,0125
Gll 3,823 +0,3513 2,833 4,813

*P Valor: Significancia de efeito do sexo para valores de P<0,01.

7.2 DISCUSSAO DOS PARAMETROS CLINICOS E EXAMES BIOQUIMICOS
SERICOS E LIQUORICOS

As médias dos parametros clinicos avaliados para os bovinos do presente
ensaio (Tabela 1) foram compativeis aos valores de referéncia apresentados por
Smith (2002) quanto aos quesitos TR (38-39°C), FC (40-80 bat./min) e FR (12-36
resp/min). As respostas, quanto as avaliacdes neuroldgicas realizadas nos animais
do experimento (Anexo |), foram negativas para afec¢des neurolégicas segundo a
literatura avaliada (FEITOSA, 2014).

Quanto a avaliacdo da bioquimica sérica sabe-se que a CK € a enzima mais
sensivel para indicar a existéncia de lesdo muscular. Pode ocorrer incremento em
seus niveis pelas mais diversas situacfes tais como decubito prolongado,
convulsdes, traumas, excesso de exercicio, necrose, cirurgias, choque, esforco do
parto, miopatias nutricionais que envolvam deficiéncia de vitamina E e também
selénio (KRAMER e HOFFMAN, 1997). As diferencas observadas nos valores
séricos de CK entre os animais do Gl e GII foram associadas a uma variacédo de
comum ocorréncia em animais saudaveis, muitas vezes correlacionadas com

variacdes quanto a faixa etaria, que envolve diretamente a fase do desenvolvimento
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fisiolégico na espécie bovina (BARINI, 2007 e BORGES et al.,, 2011). Ainda,
segundo as observagOes de Grandin (2000), Weeks et al. (2002), Strappini et al.
(2010) e Claudio (2012), as fémeas sao mais susceptiveis a ocorréncia de lesbes
musculares, consequentemente, a elevacdo de parametros séricos como a CK, é
frequente. Valores séricos semelhantes aos de CK aqui obtidos, foram apresentados
por Borges et al. (2011) em bovinos com a mesma faixa etaria estudada (396,3 +
231,9UI/L).

Resultados médios de CK sérico superiores aos padronizados por Kaneko
(2008), foram obtidos nos bovinos deste estudo (Tabela 2). Tais aumentos podem
ser reflexo do manejo a pasto empregado nos animais utilizados no presente
ensaio e do pouco contato humano, o que contribuiria para a exacerbacdo da
resposta ao estresse, fatores estes elucidados na literatura por Lensink et al.
(2001) e Gallo e Tadich (2008).

A creatina quinase ndo atravessa a barreira hematoencefalica integra e
normalmente toda a atividade de CK encontrada no sistema nervoso é relativa a
uma isoenzima (CK-BB), produto da degeneracdo da mielina quando em presenca
de lesdes ao tecido nervoso (WILSON, 1977 e HAYES, 1987). Outra razdo para
gue ocorra a elevagdo da CK no LCR é resultante do aumento da permeabilidade
da barreira hematoencefalica em virtude de alguma afec¢do neuroldgica, com
consequente penetracdo das enzimas seéricas no tecido nervoso. Os principais
tipos de doencas neurolégicas envolvidas no aumento da CK incluem, as
degenerativas como a polioencefalomalacia ao acometer a substancia branca
(STORTS, 1998), aquelas ocasionadas por traumas, além da contaminacdo
sanguinea e/ou gordura extradural durante a coleta (JACKSON et al., 1996). Tais
estudos, presentes na literatura remetem aos resultados do presente trabalho,
onde em virtude da coleta de LCR em pacientes comprovadamente higidos, a
concentragéo de CK total sérica ndo atravessa a barreira hematoencefalica integra
e pelo fato do CK-BB ser a Unica isoenzima de CK presente no sistema nervoso, de
forma que esta, apresenta baixissimas concentracbes nas ja comentadas
condic¢des clinicas, ndo obteve-se leitura da atividade de CK total no LCR dos
animais dos grupos | e Il. Achados semelhantes foram descritos por Moscardini
(2007). A auséncia de correlacao entre a atividade da CK, do LCR e a CK sérica
observada neste estudo assemelha-se aos resultados obtidos por Buchner et
al.(1996).
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Os resultados médios de AST obtidos neste estudo (Tabela 2), apresentaram-
se relativamente maiores quando comparados aos valores de referéncia descritos
por Kaneko (2008) (78-132UI/L), porém, com intervalo de confianca condizente com
os valores apresentados pelo referido autor. Ademais, quando os valores de AST
sérico do presente estudo sdo comparados aos dados obtidos por Claudio (2012)
(78,57-345,7UI/L), que avaliou os valores de AST em animais criados a pasto e em
confinamento, estes se tornam compativeis, ja que a atividade de AST se eleva em
animais criados a pasto devido ao aumento de intempéries, esforco fisico e estresse.
N&o houve diferenga entre sexo, a exemplo dos achados de Barini (2007),
entretanto, Claudio (2012) obteve diferenca estatistica entre sexos, denotando a alta

variabilidade inerente a leitura da atividade enzimatica (KANEKO, 2008).

O Sistema Nervoso Central (SNC) apresenta quantidade significante de AST
ligada a suas células, de forma que, em algumas espécies como a humana, chegam
a ter mais AST no tecido nervoso do que no hepatico e quase tanto quanto no tecido
cardiaco (KULKARNI et al., 2006). Por isso, qualquer lesdo ou doenca do SNC ira
aumentar a atividade da AST no LCR. O aumento dos niveis de AST no LCR pode
estar associado ao aumento de enzimas a partir das células destruidas do SNC,
hipoxia e aumentos da permeabilidade da barreira hematoencefalica (KULKARNI et
al., 2006). O aumento da atividade de AST pode constituir um importante indicador
de necrose ativa no sistema nervoso central, ja esta ndo ultrapassa a barreira
hematoencefalica integra, fazendo-se importante sua afericdo em casos suspeitos
de afeccdes neuroldgicas (GAMA, 2005). As afericdes de atividade liquorica de AST
obtidas (Tabela 3) foram compativeis aos valores de referéncia descritos por
Rodrigues (2007) (9,42-34,92UI/L). Os resultados também foram semelhantes aos
apresentados para outras espécies de ruminantes como ovinos (10,8-26,19UI/L)
(SANTOS et al., 2012). Apesar da atividade liquérica de AST obtidos em GI ser
relativamente maior aos apresentados em Gll, esta variagdo nao foi significativa a

exemplo do relatado por Kaneko (2008).
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A atividade da enzima LDH, apesar de também poder ser utilizada como
indicativa de lesdo muscular, € menos especifica do que a CK e AST, ja que é
formada por cinco isoenzimas diferentes distribuidas por diversos tecidos do
organismo. Consequentemente, o ideal é que a interpretacdo dos seus resultados
seja individualizada para cada paciente e analisada em conjunto com a CK e AST
(CLAUDIO, 2012). Injurias em varios 6rgéos promovem a liberacdo de LDH para o
espaco extracelular (LASSEN, 2004). A atividade de LDH sérica bovina obtida neste
ensaio apresentou-se superior a demonstrada por Kaneko (2008) (697-1445UI/L),
entretanto, estes valores ligeiramente aumentados ndo podem ser atribuidos a
possiveis lesbes teciduais, ja que os valores de CK e AST apresentam-se dentro da
faixa de normalidade para a espécie (Tabela 3). Os valores encontrados podem ter
decorrido do estresse durante a coleta, como explicaram AHMED et al. (2009). Na
literatura consultada, n&o houve diferenca significativa entre Gl e Gll determinada
pelo efeito do sexo (KANEKO, 2008).

Em amostras liquéricas, a atividade aumentada da LDH possui origem
nervosa e nos casos de doencas infecciosas € quase sempre liberada,
apresentando mensuracdes elevadas de suas atividades cataliticas em casos
humanos de meningites bacterianas (NUSSINOVITCH, 1996) e, também em cées
acometidos pela cinomose (GAMA, 2005). A atividade liquérica de LDH apresentada
neste estudo (Tabela 3) apresentou-se dentro dos valores de referéncia descritos
por Welles et al. (1992) e Kaneko (2008) (2-25UI/L).
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A enzima GGT ocorre em todas as células com excecao das musculares. Sua
atividade é alta nos rins e no figado, mas somente a GGT de origem hepatica é
encontrada no plasma (SANTOS et al., 2007). O aumento da atividade desta enzima
ocorre em afeccdes hepatobiliares com colestase. O aumento da atividade de GGT
sérica em funcdo da idade em situacdes fisiologicas, foi observado para espécie
bovina por Borges et al. (2011), ao subdividir o rebanho em grupos experimentais de
acordo com a faixa etaria. Neste ensaio, os valores de GGT obtidos do sangue dos
animais dos grupos | e Il foram superiores aos descritos por Borges et al. (2011), os
quais obtiveram intervalos de valores de 16,6 + 3,8Ul/L. Tais diferengas podem,
provavelmente residir na grande variacdo de idade no subgrupo estudado por
Borges et al. (2011) (12-35 meses). Entretanto, as médias de GGT apresentadas

foram compativeis aos valores de referéncia descritos por Kaneko (2008) (8-22UI/L).

A avaliacdo da atividade de gama glutamil transferase (GGT) do LCR pode
auxiliar no diagnostico de alteracdes nas células nervosas e danos das suas
membranas e, consequentemente representar um aumento na permeabilidade da
barreira hematoencefalica com a passagem da GGT para o licor (AKIMOV et al.,
1986). A determinacao da atividade de GGT no LCR pode ser recomendada ainda,
como um método complementar de diagnéstico diferencial de meningite cerebral
(AKIMOV et al.,, 1986). Sao escassas na literatura informagdes a respeito da
atividade liquérica da GGT na espécie bovina, porém, Kaneko (2008) descreve
valores de referéncia para a espécie equina, denotando a importancia desta variavel

para a avaliacdo de patologias do sistema nervoso da espécie bovina.
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7.3 RESULTADOS DA AVALIACAO PROTEICA SERICA E LIQUORICA

Apos o fracionamento das proteinas do soro sanguineo, verificou-se, por meio
dos tracados eletroforéticos, a presenca de 24 a 34 fracGes proteicas, cujos pesos
moleculares variaram de 7 a 244 kDa. Dentre as proteinas encontradas 7 foram
consideradas como proteinas de fase aguda e de importancia para o estudo em
questdo, sendo identificadas nominalmente: imunoglobulina A (IgA) com peso
molecular aproximadamente de 171 kDa, ceruloplasmina (Cp) 105 kDa, transferrina
77 kDa, albumina 62 kDa, imunoglobulina G (IgG) com 85 kDa, haptoglobina (Hp) 41
kDa e a1-glicoproteina &cida (GPA) 39 kDa (Tabela 4).

A albumina, transferrina, Hp, Cp e IgA obtidas pela densitometria das
amostras séricas bovinas, incluindo as proteinas totais obtidas pelo método de
biureto, ndo apresentaram diferencga significativa (P < 0,01) entre os grupos Gl e GlI,
ou seja, entre machos e fémeas (Tabela 4). Quanto a GPA e a IgG, estas
apresentaram diferenca estatistica significativa entre Gl e Gll, denotando o efeito do
sexo sobre essas variaveis. Os valores médios de proteina total e de todas as PFA
séricas obtidas, apresentaram-se dentro dos respectivos valores estabelecidos pelo
intervalo de confianga para o rebanho avaliado em 99% de significancia (Tabela 4).
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Tabela 4: Valores das médias, erro padréo, intervalo de confianga com limite inferior (LI) e
limite superior (LS) obtidos para as varidveis proteinas totais e proteinas de fase aguda do
soro (mgdL™?) de 50 bovinos mesticos sadios, machos (Gl) e fémeas (GlI).

Proteinas Sexo Média- Erro padrao Intervalo de P Valor*
mg/dL confianca (99%)
LI LS

Gl 8982,50 419,14 7805,83 10159,0

Proteina Total 0,2823
Gll 8488,75 +166,38 8021,66 8955,84
Gl 5142,17 +157,470 4700,09 5584,26

Albumina 0,6826
Gll 5021,69 198,824 4737,24 5306,15
Gl 335,60 +22,016 276,44 394,76

Transferrina 0,0340

Gl 267,54 +22,016 208,39 326,7

Gl 9,4421 +1,44000 5,3994 13,4847

Haptoglobina 0,3037
Gl 7,6567 +0,92830 50505 10,2628
Gl 11,0008 +0,81450 8,7143 13,2873

Ceruloplasmina 0,0850
Gll 13,9692 +1,46450 9,8579 18,0805

a1-glicoproteina Gl 13,422 10,7331 11,452 15,392 0.0001

acida Gl 7,980 £0,7331 6,010 9,950

Gl 1749 +17,81 127,02 222,77

Imunoglobulina A 0,1572
Gl 138,6 +17,81 90,794 186,54

Imunoglobulina Gl 2799,36 195,162 2543,66 3055,07 0.0001

G Gl 2070,74 195,162 1815,03 2326,44 ’

*P Valor: SignificAncia de efeito do sexo para valores de P<0,01.

Quanto ao fracionamento das proteinas do LCR, verificou-se, por meio dos

tracados eletroforéticos, a presenca de 20 a 37 fragBes proteicas, cujos pesos

moleculares variaram de 7 a 266 kDa. Dentre as proteinas encontradas 8 foram

consideradas como proteinas de fase aguda e de importancia para o estudo em

questdo, sendo identificadas nominalmente: imunoglobulina A (IgA) com peso

molecular aproximadamente de 169 kDa, ceruloplasmina 104 kDa, transferrina 77
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kDa, albumina 64 kDa, a1-antitripsina 58 kDa, imunoglobulina G com 85 kDa,
haptoglobina 43 kDa e a1-glicoproteina acida (GPA) 39 kDa (Tabela 5).

Tanto a proteina total do liquor obtida pelo método de sensiprot, quanto as
PFA obtidas pela densitometria das amostras liquérica bovinas, ndo apresentaram
diferencga significativa (P < 0,01) entre os grupos Gl e Gll (Tabela 5). Entretanto, nas
amostras de liquor, foram observados valores a1-antitripsina, o qual n&o foi
identificado nas amostras seéricas, nos referidos animais. Os valores médios de
proteina total e de todas as PFA liquoricas obtidas, apresentaram-se dentro dos
respectivos valores estabelecidos pelo intervalo de confianca para o rebanho

avaliado em 99% de significancia (Tabela 5).
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Tabela 5: Valores das médias, erro padrdo, intervalo de confianca com limite inferior (LI) e
limite superior (LS) obtidos para as variaveis proteinas totais e proteinas de fase aguda do
liquor (mgdL™t) de 50 bovinos mesticos sadios, machos (GI) e fémeas (Gll).

Proteinas Sexo Meédia- Erro padrdo Intervalo de P
mg/dL confianga (99%) Valor*
LI LS
Gl 12,2 +1,04 9,04 15,00
Proteina Total 0,0909
Gl 14,7 +1,02 12,00 17,5

Gl 5,2993 +0,4533 40268 6,5718
Albumina 0,0468
Gll 7,0815 +0,7406 5,0102 19,1528

Gl 0,541 +0,0732 0,344 0,737
Transferrina 0,9148
Gll 0,530 +0,0717 0,337 0,722

Gl 0,239 +0,0853 0,033 0,444
Haptoglobina 0,8540
Gl 0,216 +0,0836 0,015 0,418

Gl 0,033 +0,0054 0,018 0,047
Ceruloplasmina 0,7997
Gl 0,031 +0,0054 0,016 0,045

a1-glicoproteina Gl 0,215 +0,0423 0,102 0,329

< cid 0,4737
aciaa el 0,173 +0,0397 0,067 0,280

Gl 0,270 +0,0521 0,119 0,420
al-antitripsina 0,7561
Gll 0,295 10,0611 0,118 0,472

Gl 0,078 +0,0215 0,021 0,136
Imunoglobulina A 0,1974
Gll 0,118 +0,0211 0,061 0,174

Gl 3,056 10,3151 2,210 3,902
Imunoglobulina G 0,1145
Gll 3,766 10,3088 2,937 4,595

*P Valor: Significancia de efeito do sexo para valores de P<0,01.



35

7.4 DISCUSSAO DAS PROTEINAS DE FASE AGUDA DO SORO E DO LIQUIDO
CEFALORAQUIDIANO

O proteinograma do liquido cefalorraquidiano (LCR) dos animais, machos e
fémeas, utilizados no presente estudo assemelhou-se ao subfracionamento sérico,
corroborando com as afirmacbes de Kaneko (2008). Segundo Kaneko (2008),
liguidos corporais distintos possuem perfis eletroforéticos similares, de forma que o
LCR apresenta-se como um ultrafiltrado do soro sistémico. No caso do LCR, as
proteinas plasmaticas devem cruzar a barreira hematoencefalica, o que ocorre de

forma limitada e seletiva.

As concentracdes das proteinas totais séricas (Tabela 4) e liquéricas (Tabela
5) apresentadas pelos animais em Gl e Gll, assemelharam-se aos valores de
referéncia para a espécie bovina descritos na literatura, de maneira que diferengas
significativas ndo foram entre os grupos propostos. Valores de referéncia de PT
sérica variando entre 4,80-9.60 g/dl, foram obtidos por Juliano et al. (2009) ao avaliar
bovinos da raca pantaneira com 13 a 24 meses de idade. Em estudo semelhante,
Barini (2007) também obteve valores médios de PT séricas (8,15+0.89g/dL), dados
estes semelhantes aos niveis de referéncias obtidos na presente pesquisa (Tabela
4). Em contrapartida, quando comparado a bovinos de racas de origem europeia
(Holandesa), que apresentavam uma menor rusticidade, Souza (1997) obtém
valores médios de PT séricas (7,57+0,09g/dL) menores do que o0s aqui
demonstrados (Tabela 4), de modo que o aumento da concentracdo de PT séricas

estdo ligadas ao aumento do metabolismo de estresse e genética.

Perfis anormais de proteinas presentes no soro podem ser identificados como
processos de doenca e deste modo fornecem a justificativa para estudos definitivos
e mais aprofundados sobre o estado clinico do paciente (KANEKO, 2008). A
proteina total presente no LCR possui representatividade clinica, semelhante as
séricas, de forma que aumentos em seus niveis podem sugerir doencas
inflamatorias e infecciosas no sistema nervoso central ou mesmo comprometimento
da barreira hematoencefalica (MOSCARDINI, 2007). Estudos demonstram que
valores normais da proteina total liquérica em bovinos podem variar até 66,3mg/dL,
sendo condizentes com o0s valores apresentados neste trabalho (Tabela 5)

(WELLES et al.,, 2005. No entanto, outros estudos demonstram valores de PT
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liqudrica relativamente superiores aos obtidos neste ensaio tais como Moscardini
(2007) (35,5+25,0 mg/dL) e Kaneko (2008) (39.16+ 3.39 mg/dL). Estas variagOes
podem ocorrer em virtude de fatores como idade, raca, estagio de maturidade da
barreira hematoencefalica, local de amostragem, tempo de analise apdés a

amostragem, condi¢cdes de armazenagem (AHMED et al., 2009).

A albumina é a proteina mais abundante no plasma, representando neste
ensaio, 58,17% das PT séricas dos bovinos estudados, resultado proximo ao
descrito por Kaneko (2008) (40%). A albumina é produzida no figado, sendo a fracao
mais homogénea, soluvel e estavel, sendo que é encontrada em maior quantidade
no plasma. Possui a funcdo de manter a pressao coloido osmaética plasmatica, além
de ser responséavel pelo transporte de véarias substancias enddgenas e exdégenas
(SIMPLICIO, 2011). No LCR, esta também se apresenta como a principal proteina
em termos quantitativos como observado neste ensaio (46,03%). Toda a albumina
presente no LCR provém da fracdo sérica desta, que atravessa a barreira

hematoencefélica de forma seletiva e limitada (KANEKO, 2008).

Os valores séricos de albumina obtidos neste estudo para a espécie bovina
tanto em Gl quanto em GlI (Tabela 4), sdo compativeis aos achados de Juliano et al.
(2009), com limites de confian¢a variando entre 2,67-5,71 g/dl. Valores médios de
albumina inferiores aos apresentados na Tabela 4 foram demonstrados por Osman e
Al-Busadah (2003) (4,5+0,1g/dL), Fagliari (2007) (3,31+0,26g/dL) e Barini (2007)
(2,58+0,41g/dL), entretanto estes achados distintos ndo apresentam significancia
clinica, ja que aumentos na concentracdo de albumina ocorrem por causas
fisiol6gicas e ndo patoldgicas. Os valores distintos observados estao relacionados,
provavelmente a caracteristicas inerentes a cada rebanho alvo de estudo
(ECKERSALL, 2008).

Ja a albumina liquorica dos bovinos deste ensaio (Tabela 5), apresentou
resultados condizentes aos valores de referéncia estabelecidos por Jean, et al.
(1997) (4,8-20,9 mg/dL), que estudaram parametros liquéricos do LCR de bezerros,
entretanto, com médias inferiores aos valores de referéncia estabelecidos por
Kaneko (2008) (8,21-28,71mg/dL). Tais diferencas podem ter ocorrido em funcéo da
idade dos animais utilizados no experimento, ja que fatores metabdlicos, nutricionais

e genéticos podem estar envolvidos na variacado dos niveis desta proteina (JULIANO
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et al., 2009). Diferencas estatisticas significantes ndo foram observadas entre as
médias em Gl e GlI.

Dentre as globulinas, destacaram-se aquelas de importancia para resposta de
fase aguda dos grupos das alfal-globulinas (a1-antitripsina e a1-glicoproteina
acida), alfa2-globulinas (haptoglobina e ceruloplasmina), Beta-globulina (transferrina)
e Gama-globulinas (IgA e IgG). Estas globulinas podem estar presentes tanto no
soro quanto no LCR, mas, no presente ensaio ndo foram detectadas concentracoes
de a1-antitripsina no soro de bovinos higidos, a exemplo do observado por Fagliari
et al. (2006), Juliano et al. (2009) e Sampaio (2013). Segundo estes autores, niveis
séricos muito reduzidos desta proteina podem ser um fator para sua nao deteccao.
No entanto, estudos conduzidos em humanos, denotam fatores genéticos que
influenciam na producdo a1-antitripsina por parte do tecido hepatico (CAMELIER et
al., 2008). Ja o aparecimento da a1-antitripsina no LCR pode estar relacionado com
uma producédo local desta proteina por parte de células gliais ou outros tecidos do
SNC, ja que 20% das proteinas presentes no LCR sdo produzidas localmente e os
80% restantes, advém pela barreira hematoencefalica (DIMAS e PUCCIONI-
SOHLER, 2008). Sabe-se ainda, que a resposta de fase aguda estimula tanto a
producdo hepatica de PAFs como também, a extrahepética através das células

epiteliais, células endoteliais e do tecido conectivo adjacente (JAIN et al., 2011).

Concentragfes séricas e liqudricas de transferrina foram obtidas no presente
ensaio, como demonstrado nas Tabelas 4 e 5, respectivamente. Os valores de
referéncia de transferrina sérica obtidos neste ensaio em Gl e Gll para a espécie
bovina foram compativeis aos valores médios achados por Fagliari et al. (2004)
(388,67+36,34mg/dL), Fagliari et al. (2007) (264.9+19.5mg/dL), Juliano et al. (2009)
(241,50+172,69mg/dL) e Simplicio (2011) (270+24,6mg/dL). Apesar das diferencas
entre as médias apresentadas entre Gl e Gll, onde as médias em GIl foram menores
que as apresentadas em GI, ndo houve diferenca estatistica significante. Pequenas
variacdes entre os valores obtidos por diferentes estudos podem relacionar-se com

as diferencas inerentes a faixa etaria e racas estudadas (Juliano et al., 2009).

Com relacdo aos niveis de trasnferrina no liquor de bovinos, informacdes
mais detalhadas sobre seus valores ainda s&o escassas, porém na medicina

humana, estudos da acdo desta proteina foram conduzidos em casos clinicos
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especificos denotando a importancia do aprofundamento de estudos a respeito
desta variavel para saude do SNC na medicina veterinaria (EARLEY et al., 2000;
MIZUNO et al., 2005). Ensaios conduzidos por Earley et al. (2000) e Mizuno et al.
(2005) obtiveram aumentos na concentracdo de trasnferrina liquérica de pessoas
portadoras da Sindrome da Perna Inquieta, no entanto, ndo houve alteracdo dos
niveis seéricos desta proteina. Os achados foram associados ao aumento do
metabolismo do ferro no tecido nervoso no curso da doenca, sendo esta proteina
uma das principais transportadoras deste mineral no SNC. Perfil similar de aumento
da transferrina no LCR foi observado durante a Esclerose Mdltipla, também em
humanos, devido ao aumento da deposicao de ferro no cérebro dos pacientes
(KHALIL et al.,, 2014). Apesar de na medicina veterindria ainda ndo serem
determinados os valores de referéncia para a transferrina liqudrica da espécie
bovina, na medicina humana esses valores ja sdo conhecidos e importantes como

marcadores de doengas neurodegenerativas (EARLEY et al., 2000).

Os valores médios de Hp obtidos no soro dos animais do presente estudo
(Tabela 4) estdo de acordo com os apresentados por Juliano et al. (2009), para
bovinos de mesma faixa etéaria (3,36-58,65mg/dL). De modo semelhante, os valores
séricos médios de Hp obtidos por Saquetti (2010) (10,3+5,4mg/dL) apresentam-se
dentro dos valores de referéncia estabelecidos no presente ensaio para Hp sérica na
espécie bovina. Apesar de algumas variacfes apresentadas nas médias séricas de
Hp para a espécie bovina, como em Fagliari et al. (2006)(53,12+9,31mg/dL), Fagliari
et al. (2007) (32.3+4.0mg/dL), Simplicio (2011) (32,0+3,74mg/dL), todos os autores
citados concordaram com os valores de referéncia citados por Juliano et al. (2009).
Segundo Fagliari et al. (2006) e Juliano et al. (2009), as variacGes observadas estao
intimamente ligadas a faixas etarias e a outros fatores intrinsecos dos rebanhos

bovinos avaliados, como genética e tipo de manejo.

Devido a escassez de dados na literatura a respeito das concentracoes de Hp
no LCR de bovinos, maiores comparacdes ndo sao possiveis. Porém, em estudos
conduzidos com humanos portadores de Mal de Parkinson, a Hp liqudrica, apesar de
se mostrar elevada em relacdo a pacientes sadios, ndo apresentou aumento
significante (COSTA, 2011). Em contraposi¢cdo aos achados de Costa (2011), Noris-
Garcia et al. (1999) apontam a Hp como um marcador eficaz, porém, frente a

processos infecciosos do sistema nervoso como a meningite bacteriana. Frente a
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meningites virais, a Hp ndo apresenta elevagao significativa, a exemplo do
comportamento observado para outras PFA, tais como a PCR (NORIS-GARCIA et
al., 1999) . Entretanto, como a Hp é umas das PFA mais representativas para a
espécie bovina, maiores estudos de sua concentracdo liquérica merecem ser
realizados (MURATA, 2004).

A ceruloplasmina é uma PFA positiva transportadora, com importante papel
no metabolismo e transporte de cobre, essencial a eritropoese, além de possuir
funcdo imunoldgica e removedora de radicais livres do oxigénio produzidos na
inflamacdo (HIRVONEN, 2000). Seu aumento esta relacionado a processos
inflamatorios com danos teciduais (fotossensibilizacdes), infecciosos, virais e
parasitarios, enquanto sua diminuicdo geralmente é associada a fatores metabdlicos
como desnutricdo, ou doencas hepéticas e renais que afetam sua producéo e
excrecdo respectivamente (FAGLIARI et al., 2007 e NOGUEIRA, 2014). As
concentracfes médias ceruloplasmina sérica apresentadas por Fagliari et al. (2007)
(12.0+4.1mg/dL) foram compativeis com os valores de referéncia obtidos tanto para
Gl quanto para Gl (Tabela 4), de forma que n&do houve diferencas significativas
entre 0s grupos estudados. De forma semelhante, os valores médios de
ceruloplasmina sérica deste ensaio em Gl e Gl (Tabela 4), foram compativeis aos
valores de referéncia obtidos por Soares (2008) (1,20-13,70mg/dL) para bovinos em
faixa etéria semelhante aos dos animais aqui avaliados. A idade dos animais
avaliados pode influenciar fortemente nas concentracdes séricas de Cp, a medida
gue, esta pode apresentar-se elevada em bezerros com 02 dias de vida reduzindo-
se nos dias seguintes, podendo inclusive, apresentarem-se nulos e elevarem-se nos
meses seguintes, com o0 aumento da faixa etaria (FAGLIARI et al., 2006; JULIANO
et al., 2009). Justificativas para as oscila¢des encontradas nos valores de Cp sérica
seriam a existéncia de variantes eletroforéticas dessa proteina, além de os
mecanismos que interferem na sua concentracao serica e nas suas fungdes in vivo
na homeostase do ferro e cobre serem pouco elucidadas até o momento (HELLMAN
e GITLIN, 2002).

Até o0 momento sdo escassos na literatura informacbes a respeito da
concentracédo de ceruloplasmina no LCR bovino. Contudo, estudos conduzidos em
humanos portadores de doencas neurodegenerativas como a Doenca de Parkinson,

sugerem que a ceruloplasmina é uma boa marcadora para identificacdo precoce



40

desta doenca (COSTA, 2011). Sendo assim, um estudo aprofundado sobre a Cp
presente no LCR de bovinos poderia ser de vital importancia para o diagndstico
precoce de doencas neurodegenerativas, tais como a encefalopatia espongiforme
bovina (HOCHSTRASSER et al., 1997). A Cp é citada ainda como um bom
marcador para doencas infectocontagiosas do sistema nervoso, como meningites
bacterianas, entretanto, como um marcador sem significancia para meningites virais,
fator este que segundo os autores pode ser utilizado para a diferenciacdo entre os
dois tipos de meningite (PARADOWSKI et al., 1995).

Dentre as imunoglobulinas, detectou-se, no tracado eletroforético sérico, a
presenca IgG e IgA, sendo que, em infeccdes sistémicas, a resposta imune humoral
caracteriza-se por altos titulos de IgG (DI FILIPPO et al., 2014). No caso da IgA,
sabe-se que sua funcdo na resposta imunolégica dos animais de producédo néao foi
totalmente elucidada, mas seu papel parece estar relacionado a um estimulo
inflamatoério como uma segunda linha de defesa na eliminacdo de patdgenos que
tenham rompido a barreira das superficies mucosas (SNOECK et al., 2006). Esta
pode atuar como anticorpo secretdrio dentro do trato intestinal e dos pulmdes, sendo
capaz de neutralizar virus e prevenir aderéncias de patdgenos bacterianos aos
tecidos alvo (DI FILIPPO et al., 2014). Os valores de IgG e IgA sérico obtidos neste
estudo (Tabela 4) foram compativeis com os parametros apresentados por Juliano et
al. (2009) (IgG= 1,33-3,87 /IgA= 0,14-0,72 mg/dL) para bovinos de mesma faixa
etaria. Os valores também foram semelhantes aos encontrados por Fagliari et al.
(2006) (IgG= 1.869,07+303,61/ IgA= 273,60+33,48mg/dL) e Benatti (2013)
(2364,28+841,81/ 117,79+45,77mg/dL).

Para a variavel IgG, houve diferenca significativa entre os valores
apresentados pelos animais do Gl e do GIl (P< 0,01) (Tabela 4). Valores superiores
foram observados no soro de bovinos machos (Gl). Achados semelhantes foram
descritos por Neto et al. (1997), porém no referido ensaio as fémeas apresentaram
valores de IgG superiores aos dos machos. O proprio autor aponta que esse efeito
da IgG relacionado ao sexo pode se dar em funcédo do peso do animal ao nascer,
época do nascimento, idade de paricio da vaca, manejo no aleitamento,

caracteristica do Ubere materno e estresse.
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Concentracgdes IgG e de IgA também foram encontradas no LCR dos animais
avaliados neste ensaio em Gl e Gll. Sabe-se que a IgG é uma das principais
imunoglobulinas presentes no LCR, originando-se normalmente a partir do soro
(KANEKO, 2008). Aumentos nos niveis de gamaglobulina no LCR sao relatados em
doencas inflamatérias do sistema nervoso central, originadas do aumento da
permeabilidade da barreira hematoencefalica ou a partir da producéo intratecal, a
partir de uma reacdo oligoclonal (HERINGER, 2006). Os valores de IgG do LCR
apresentados no presente ensaio (Tabela 5) foram inferiores a aqueles
estabelecidos por Kaneko (2008) (4,88-16,7mg/dL) tanto em GI quanto em Gll, de
maneira que, aumentos nas concentragdes de IgG podem ocorrer com 0 aumento
da faixa etaria (JULIANO et al., 2009).

Ja a concentracdo de IgA no LCR, normalmente apresenta-se baixa e sua
elevacdo esta vinculada aos aumentos seéricos de IgA, de forma que, sua producédo
intratecal é muito rara, onde relatos de sua producdo ocorrem durante curso de
meningites purulentas na espécie humana (HERINGER, 2006). Infelizmente,
informagdes na literatura a respeito dos valores de referéncia de IgA no LCR de
bovinos ainda sdo escassas, entretanto, esses dados ja sdo referidos na medicina
veterinaria para a espécie canina, denotando a necessidade da avaliacdo dos

valores desta variavel para a espécie alvo do presente ensaio (KANEKO, 2008).

A a1-glicoproteina acida (a1-GPA) é uma PFA clinicamente importante em
bovinos e tem sido utilizada na monitorizacado de processos inflamatérios tais como
pericardites, artrites, mastites, pneumonias e babesiose (MARTINEZ-SUBIELA et al.,
2001; MURATA, 2004). Geralmente sua concentracdo aumenta mais lentamente,
porém permanece elevada por mais tempo. Dessa maneira, sua determinacao pode
ser util no estabelecimento da evolucdo aguda ou crbnica frente a diferentes
enfermidades (ECKERSALL, 2008). Os valores de referéncia de a1-GPA séricos
obtidos para Gl no presente estudo (Tabela 4), corroboram com os valores médios
obtidos por Simplicio et al. (2013) (13,9+2,4mg/dL), Benatti (2013)
(16,99+2,95mg/dL), de forma que aqueles obtidos para GIlI corroboram com o0s
achados de Rocha et al. (2013) (7,88£2,04mg/dL). Neste ensaio, as fémeas (GlI)
apresentaram valores séricos de a1-GPA inferiores aos machos (Gl). Resultados
semelhantes aos obtidos para a respectiva variavel em funcdo do sexo ndo foram

relatados na literatura consultada, porém, alguns autores incriminam o estresse
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como um fator importante para o aumento nos niveis de a1-GPA sérica (MURATA,
2004; BENATTI, 2013). Outros fatores citados como passiveis de produzir variagées
nos niveis de a1-GPA em bovinos seriam a ingestdo ou ndo de colostro (ORRO et
al., 2008) e bezerros provenientes de vacas pluriparas, que apresentam maior
concentracdo de a1-GPA quando comparados a filhotes provenientes de vacas
primiparas (ROCHA et al., 2013).

Até o momento nao foram relatados na literatura valores de a1-GPA liquérica
na espécie bovina que pudessem ser comparados com os resultados obtidos neste
ensaio. Mas, a a1-GPA é citada como um marcador sensivel para meningites
bacterianas em suinos (ITOH et al., 1992) e coelhos, de forma que seus niveis no
LCR se elevam com o intuito de inibir o TNF-a, citocina envolvida diretamente com
este tipo de infeccao (MOORE et al., 2000). Aumentos dos niveis a1-GPA liquérica
foram descritos ainda em humanos portadores de doencas neurodegenerativas,
como a Doenca de Alzheimer (ROHER et al., 2009).
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8-CONCLUSOES

Os exames clinicos foram representativos para a constatacdo da higidez
clinica dos bovinos utilizados no estudo. O mesmo pode-se dizer a
respeito dos exames bioquimicos realizados com o intuito de garantir a
auséncia de lesdes teciduais e doencas hepaticas as quais, poderiam

interferir nos valores de PFA determinados;

O sexo nao influenciou nos resultados das proteinas de fase aguda
presentes no LCR, entretanto, produziu diferenca significativa na IgG e

GPA séricas;

O proteinograma obtido em gel de poliacrilamida possibilitou a deteccao
de até 37 proteinas no tracado eletroforético do licor de bovinos higidos,
podendo trazer contribuicdo significativa ao diagndstico, tratamento e

prognéstico de animais com doencgas neuroldgicas.
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9-CONSIDERACOES FINAIS

Estudos mais detalhados a respeito da concentracdo das PFA no LCR bovino
devem ser conduzidos, levando em consideracdo outros fatores tais como idade,
raca, sistema de criacdo e caracteristicas do parto dos animais. Situacdes
patologicas também poderdo ser avaliadas, pois diversos estudos apontam as PFA
como indicadoras de danos teciduais ao sistema nervoso, com destaque para
haptoglobina, ceruloplasmina, a1-gliproteina acida, a1-antitripsina, transferrina,

Imunoglobulina A e Imunoglobulina G.
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ANEXOS |

FRUENF

Flivio Augusto Soares Graga — Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro

Protocolo de Exame Clinico Neurologico

Data: / / RG:
Identificagdo do animal:
Tempo de evolugdo: - Inicio / Curso: /
Exame fisico: - Estado de nutrigdo: : - Atitude:
- Freqiiéncia respiratéria: mpm ) - Grau de desidratagdo: %
- Fregiiéncia cardiaca: bpm - -Coloragéo de
- Temperatura: 2 -Linfonodos aparentes:
EXAME NEUROLOGICO
1. CABECA:

NIVEL DE CONSCIENCIA:

() Atento/Alerta ( )Delirios ( ) Apatico/Deprimido ( )Semicomatoso/Estupor

( ) Comatoso ( ) Hiperexcitabilidade

COMPORTAMENTO:

( ) Agressividade ( ) Pressionar a cabega ( ) Curso errante ( ) Andar compulsivo ( ) Balancar a cabeca

( ) Andar em circulo

( ) Mugidos ( ) Bocejos ( ) Lamber ( ) Manias( ) Convulsges

() Presso da cabega contra objetos ( ) Agressividade

‘POSTURA: () Desvio lateral da cabega () Giro ortotdnico da cabega e pescogo () Tremores
( ) Balangar da cabega ( ) Opistétono ( ) Pleurotétono

Outras observagdes:
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2. Nervos cranianos:

l N=Normal; A=A

te; P = Presente; D = Diminuido; AA = Aumentado

Pares de Nervos

Direito

l _ Esquerdo

1 - Olfatério

|

11 - Optico (Visdo)

111 — Oculomotor

Reflexo pupilar — direto (11, IIT)

Reflexo pupilar — consensual (11, IIT)

Reflexo pupilar — esquerdo (1L, ITT)

Reflexo pupilar — consensual (11, 111)

Estrabismo lateral

1V ~Troclear Estrabismo dorso medial
Seis. Reflexo palpebral
V - Trigémio Sensibilidade da face
Wt esisagio
Massa muscular
| VI- Ahducente Estrabismo medial

VII = Facial (Motor) -

! Ptose auricular

| Ptose palpebral
o V_Ptose labial
VIII - Vestibulococlear (Audico
(Sistema Vestibular) Desvio de cabega
Estrabismo ventro-lateral
Fisiolégico
Horizontal
Nistagmo Vertical
Rotacional
Posicional
Fase rapida
IX — Glossofaringeo Degluticdo
(Motor)
X - Vago Degluti¢do
“Slap Test”
T Acesstrio Atrofia esternocefélico
trapézio
braquiocefilico
omotransverso
XII - Hipoglosso Protrusdo / Desvio de lingua
atrofia
Apreens3o de alimento e 4gua
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Direito Esquerdo

Sindrome de Horner Miose
(SNA - simpético) Enoftalmia

Prolapso de 3°- palpebra

Sudorese (face, pescogo)
Exame de fundo de olhw
3. Andar:

I (A) Ausent (P)Pr |

0 = padrdo normal de locomogao;
1 = déficits dificilmente observados durante a locomogdo em linha reta, mas confirmados
apos a realizacdo de manobras especiais;
2 = déficits facilmente observados durante a locomogao em linha reta e exarcebados
durante a realizago de manobras especiais
3 = 0 animal pode cair quando manobras especiais sdo realizadas e geralmente apresentam
posturas anormais mesmo quando parado;
4 = quedas exponténeas durante a locomogao;
5 = deciibito permanente

Esquerdo Direito
Anterior Posterior Anterior Posterior
Ataxia
Grau
Esquerdo Direito
Anterior Posterior Anterior Posterior
Paresia
Hipermetria °
Hipometria
Espasticidade
Flacidez

Observacdes:
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4. Pescoco, tronco e membros:

I N = Normal; A = Ausente; P = Presente; D = Diminuido; AA= A

Massa muscular )
Reflexo cervico-facial )
Observagdes:

Sudorese

Reflexo misculo-cuténeo

—~ o~

~ ~

Membros Anteriores

Esquerdo

Direito

Cascos (desgastes)

Observagdes:

Propriocepgdc

Ténus

Sensibilidade | superficial

profunda

Reflexo biceptal

Reflexo triceptal

Reflexo carpo-radial

Reflexo flexor

Membros Anteriores

Esquerdo

Direito

Cascos (desgastes)

Propriocepgéo

Observacdes:

Ténus

Sensibilidade | superficial

profunda

Reflexo patelar

Reflexo tibial cranial

Reflexo gastrocnémio

Reflexo ciatico

Reflexo flexor
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5. Cauda e Anus:

[ N=Normal; A=A P=Pr ;D=D ido; AA=A tad
Cauda | Anus
Atrofia
Tonus
Reflexos
Sensibilidade | superficial
profunda

6. Palpacio Retal:

> Local da lesdo neuroldgica:

> Residente responsavel:

> Docente r avel:

> Data e assinatura:
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ANEXOS I

Solucdes empregadas na eletroforese (SDS-PAGE)

GEL DE SEPARACAO A 10%

[111,9 mL de agua deionizada

[15,9mLde Tris HCI2 M, pH 8,8 £ 0,1

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

11,7 mL de glicerol

10,63 mL de EDTAO,5M,pH8,3+£0,1

1 0,63 mL de lauril sulfato de sédio (SDS) a 10%

[1 242 (1L de persulfato de amonio a 10% preparado no dia do uso
(127 [JL de TEMED

GEL DE EMPILHAMENTO A 4%

[0 3,95 mL de agua deionizada

(10,6 mL de Tris HCI 0,617 M, pH 6,8 £ 0,1

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

1 300 [IL de glicerol

(1123 [IL de EDTA0,5M,pH8,3+0,1

[0 123 [JL de lauril sulfato de sddio (SDS) a 10%

[0 60 [JL de persulfato de amonio a 10% preparado no dia do uso
0 13 0L de TEMED

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

TrHS BASE (PM: 121,1) oottt

Completar para 500 mL com agua deionizada.
Acertar para pH 8,9;
Filtrar a solucao e guardar em geladeira.
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TRIS HCI 0,617 M (GEL EMPILHADOR)

TrS BAsS@ (PM: 121,1) oeeeeeiiiiiiiiiiie e sttt e e e e e e e e e e e e e e e e aeaaennannnns 7,475¢
Completar para 100 mL com &gua deionizada.

Acertar para pH 6,8;

Filtrar a solugao e guardar em geladeira.

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

Acrilamida para eletroforese Sigma (PM: 71,08) .....cccooeeeieiiiiiiiieeeeee e 73,69
N,N metileno bisacrilamida para eletroforese Sigma ...........c..ovviiiiiiiiiinieeeeeeeee, 1,49
Completar para 250 mL com agua deionizada;

Aquecer se necessario.

EDTAO05M

(Etilenodinitrilo) acido tetracético tetrassodico (PM: 380,2) ......ccceeeeeeviiniiennnnn. 19,019
Completar para 100 mL com agua deionizada.

Acertar para pH 8,3.

LAURIL SULFATO DE SODIO (SDS) 10%

Lauril sulfato de s0dio Sigma (PM: 288,4) ......ccuuiiiiiiiiiiiiiiee e 10,09
Completar para 100 mL com agua deionizada.

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

MeEtanol ... o 500 mL
o3 To (oY= To3=Y (o3 o JP RS 100 mL
AQUADT DESHIAAA ..........oiveeeeeeee et 400 mL
Coomassie blue (Brilliant blue R) ........cuuiiiiiiiiiieiiee e 2,09

Deixar em repouso durante duas horas e filtrar.

GEL MIX (TAMPAO DA AMOSTRA PARA PROTEINAS DESNATURADAS)

Lauril sulfato de SOAIO 100 ......cuuiieiniiiieeeeee e e aaa s 10,0 mL
SN O RS X T 4,0 mL
Tris fosfato 0,617 M, PH 6,8 .....eiiiii e 5,0mL
VLT gor=T o] (o 1=3 = 1 o SRR 3,0mL
L] 1o o | 10,0 mL
Y VT e L= o) 472 o - RPN 18,0 mL
Azul de bromofenol (Bromphenol BIUE) ..........ccooeviiiiiiiiiiiiiieeee e 5,0 mg

Separar em fragdes de uso (450 ou 900 [IL) — manter no freezer até 0 momento do
uso.

PERSULFATO DE AMONIA 10%

E’ersulfato (o [ST= 110 ] o L= TP 0,1g
JYo U F= W [=T(o] 012 o F- TSR 1,0 mL
(Preparar no momento da confeccédo do gel).
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DESCORANTE
Metanol .......................................................................................................... 250,0 mL
o3 o [0 = To1 =1 1 o] o H T 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)

NP4 =1 7= 1T 63,29
€ 1o = PR 39,99
] 1 10,09

Completar para 1.000 mL com agua deionizada.
Obs: para o uso na corrida usar o tampéo de corrida diluido.

TAMPAO DE CORRIDA DILUIDO (tampé&o de uso na cuba)

Medir 100 mL do tampé&o 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 pL de gel mix
Congelar até o momento do fracionamento ou preparar na hora do uso.

PBS — CALCIO FREE (TAMPAO FOSFATO SALINA)

NBCT ettt et et ee e e e et e et e e eee ettt ee et e ettt 2,09
KL ettt ettt ettt 0,0625g
NAZHPOZ ...ttt ettt e et s et ee e et s e eee e 129
H2O ettt 0,2875g
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ANEXO 1l

Reitoria
Conissao de Etica no Uso de Animais-CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o Prolocolo n® 291, intitulado ‘PROTEINOGRAMA SERICO E DO LIQUIDO
CEFALORRAQUIDIANO DE BOVINOS HIGIDOS DE 18 MESES DE IDADE: CONTRIBUICAO AO ESTUDO

DAS AFECGOES NEUROLOGICAS DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL” sob a responsabilidade da Dra
Centro de Ciéncias Tecnologicas & Agropecuarias da Universidade Estadual do

Paula Alessandra Dt Filippo
acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotade pels

esta de
oratorio/Coiegio Brasileirc de Experimentacée Animal

Norte Fiuminense

Sociedade Brasileira de Ciéncla de Animais de L
(SBCAL'COBEA) bem como a lei federal 11 794 e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA OF USO DE

(SBCAL'
ANIMAIS (CEUA - UENF) em reunido ocorrida em 23/06/2015  Este programa esta licenciado na presente

ab

formatacdo e tem validade ateé 23/06/2019

Campos dos Goytacazes. 23 de iunho de
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\\ !”/DAUV") ~;Q'37, X o PP ‘}I& —fSly
" [Clovis de Paula Santos |
Presidente da Comissdo de Elzc,a'de uso de Mhimais
/ =" Clovis de Paula Sanfos
; Presidents CEUA/UENE
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