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RESUMO
Proteinograma do soro sanguineo e lacteo de ovelhas da raca santa inés em diferentes
fases da lactacdo. Objetivou-se neste trabalho avaliar a dinamica do proteinograma do
soro sanguineo e lacteo de ovelhas da raca Santa Inés acompanhadas no periodo que
antecedeu o parto e durante a lactacdo e comparar/quantificar as proteinas detectadas no
tracado eletroforético do soro lacteo de glandulas maméarias sadias e infectadas em
diferentes fases da lactacdo. Foram acompanhadas 34 ovelhas submetidas ao sistema de
criagdo semi-intensivo, com mesmo manejo higiénico, sanitario e nutricional. Para a
realizacdo do proteinograma as ovelhas foram investigadas durante, aproximadamente 10
dias que precedeu o parto e 15, 30, 60 e 90 dias ap6s o parto, momentos em que foi
realizado o exame clinico da glandula mamaria. O proteinograma sanguineo foi efetuado a
partir do momento pré parto e o proteinograma do soro lacteo nos momentos subseqientes.
Realizou-se o cultivo bacterioldgico e a caracterizagdo bioquimica das amostras de leite
para confirmacdo de glandulas sadias e infectadas. A separacdo das fragdes protéicas foi
realizada utilizando-se eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE). Para o soro sanguineo observou-se a quantificacdo de nove proteinas
observando influéncia significativa somente na 1gG; no soro lacteo identificou-se oito
proteinas havendo influéncia das fases de lactagdo na albumina, IgG e P - lactoglobulina.
Ccomparando glandulas sadias e infectadas verificou-se que a hatptoglobina, -1
glicoproteina acida, lactoferrina, albumina e as imunoglobulinas IgA e 1gG presentes no

soro lacteo atuam como biomarcadores de infeccdo na glandula mamaria na espécie ovina.

Palavras-chave: Infeccdo intramaméria, lactacdo, ovelhas, proteina sérica, proteina
lactea, SDS-PAGE.



ABSTRACT
Blood serum Proteinogram and whey protein of Santa Ines sheep breed in different
phases of lactation. The objective of this work was to evaluate dynamics of the
proteinogram of blood serum and whey protein of Santa Ines sheep breed following the
antipartum period and during lactation, and to compare/to quantify proteins detected at
eletrophoresis of the whey protein from healthy and infectious mammary glands in
different phases of lactation. Thrirty four sheeps submitted to half-intensive system with
same sanitary and nutritional management has been followed. For accomplishment of
proteinogram of the sheep, they had been investigated during approximately 10 days from
antipartum and 15, 30, 60 and 90 days postpartum, moments where clinical examination of
mammary gland was carried through. Blood serum was evaluated at antipartum moment
and proteinogram of whey protein at subsequent moments. Bacteriological culture and
biochemist characterization of milk samples for confirmation of healthy and infected
glands was performed. Separation of protein fractions was carried through using sodium
dodecil sulphate polyacrylamide gel eletrophoresis (SDS-PAGE). For the blood serum it
was observed quantification of nine proteins with significant influence in IgG. At whey
protein, influence of the phases of lactation was identified eigth proteins, having albumin,
IgG and B - lactoglobulin.. Comparing healthy and infected glands it was verified that
hatptoglobin and a-1 acid glycoprotein, lactoferrin, aloumin and immunoglobulins IgA and
IgG in whey protein act as potentials biomarkers of infection in mammary gland of ovine

species.

Key-words: blood serum, intramamary infection, lactation, ewes, serum protein, whey
protein, SDS-PAGE.
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PROTEINOGRAMA DO SORO SANGUINEO E LACTEO DE
OVELHAS DA RACA SANTA INES EM DIFERENTES FASES DA
LACTACAO

1-INTRODUCAO

O efetivo de rebanho ovino brasileiro em 2010 foi de 17,4 milhdes de cabegas,
apresentando crescimento de 3,4% comparado ao ano de 2009. Em relacdo a sua
distribuicdo, mais da metade de toda a populacédo de ovinos do Brasil encontra-se na regido
Nordeste, 56,7% correspondendo & 9.865.800 cabecas (IBGE/PPM, 2011).

As caracteristicas geograficas do Nordeste brasileiro lhe caracterizam como uma
regido com vocacao para a producdo de caprinos e ovinos, nao sé por deter grande parte do
rebanho nacional, mas principalmente pela importancia sécio-econémica que esta atividade
representa (MEDEIRQOS, 1998).

Dentre as ragas ovinas a Santa Inés vem se destacando sobre as demais, por ser
considerada rastica, resistente as condicdes aridas, aos parasitas, ter bom desenvolvimento
ponderal e por se reproduzir o ano todo na regido, representando também uma excelente
opcéo para cruzamento industrial. Por ser originaria das racas Bergamécia e Morada Nova
apresenta caracteristicas que beneficiam a producdo de leite, favorecendo o aleitamento e o
peso dos cordeiros. Nas situacdes de manejo semi-intensivo e intensivo, em decorréncia de
uma alimentacdo mais rica, observa-se maior pré-disposicdo para a infeccdo da glandula
mamaria, pois o leite excedente ndo é consumido pelo borrego (OLIVEIRA, 2006;
PEIXOTO et al., 2010).

Em ovinos a mastite é considerada uma das enfermidades de grande impacto
econémico, sendo responsavel por prejuizos significativos causando a morte de cordeiros
por inanicdo, descarte precoce de ovelhas e, ocasionalmente, a morte de animais (KIRK e
GLENN, 1996; RADOSTITS et al., 2007). A presenca da mastite nos rebanhos representa
elevacdo de custos para o produtor, bem como pode resultar em problemas sérios inerentes
ao bem-estar animal e seguranca alimentar. A existéncia de ferramentas de diagndstico
para a vigilancia da condicdo de higidez dos rebanhos podera ser um componente util em

um programa de sanidade, o que leva a necessidade de se identificar novos indicadores
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potenciais de infeccdo (GANHEIM et al., 2007). Estudos recentes em animais domésticos
tém levado a identificacdo de varias proteinas denominadas proteinas de fase aguda (PFA).
A sintese dessas proteinas é estabelecida geneticamente, explicando a variabilidade entre
as espécies, que sao refletidas no padrdo fisioldgico do perfil eletroforético das proteinas
séricas. A producdo de PFA é mediada pela acdo das citocinas pro-inflamatérias como a
inteleucina -1, interleucina — 6 e fator de necrose tumoral, liberadas frente ao estimulo
inflamatdrio (KANEKO et al., 1997).

A quantificacdo das PFAs pode ndo apenas detectar a presenca de um processo
inflamatério em franca acdo, mas também indicar um prognostico e/ou monitorar a
resposta do individuo a terapia instituida (ECKERSALL et al., 2001).

As PFAs produzidas pelos hepatocitos estdo presentes em diferentes concentragdes
no sangue e podem sofrer mudancas consideradas. Podem ser classificadas de acordo com
a magnitude de seu aumento em proteinas de fase aguda positiva (como a haptoglobina,
ceruloplasmina, proteina C reativa e fibrinogénio plasmatico) ou proteinas de fase aguda
negativas (quando estdo diminuidas como a albumina e transferrina) (PETERSEN et al.,
2004; ECKERSALL, 2007; COSTA et al., 2010). As fun¢des das PFAs sdo variadas, mas
geralmente relaciona-se a defesa do animal, ao dano patolégico e a restauracdo da
homeostase (ECKERSALL, 2008).

As informacfes quanto & dindmica do processo inflamatério da glandula mamaria
nas diferentes fases de lactacdo de ovelhas Santa Inés, relacionando glandulas infectadas e
sadias, bem como o perfil protéico presentes no soro sanglineo antes e ap0s o parto
(periodo do periparto e lactacdo) e no soro lacteo durante a lactagdo sdo escassas na
literatura. A identificacdo de biomarcadores podera ser uma ferramenta de diagnostico
importante na detec¢do da mastite e os indicadores fisioldgicos servem como parametros
de comparacdo entre animal sadio e infectado. Resultados de pesquisas sugerem que no
futuro, ensaios para mensuracdo de proteinas de fase aguda serdo usados rotineiramente
para avaliar a saude animal; otimizar o desempenho produtivo dos individuos; monitorar a
eficacia de terapias antibioticas e identificar a ocorréncia de doencas, aliado ao beneficio
considerdvel a seguranca alimentar, por meio da avaliacdo dos animais no pré-abate
(SKINNER, 2001).
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2-OBJETIVOS

2.1) Geral:
Avaliar a dinamica do proteinograma dos soros sanguineo e lacteo de ovelhas da

raca Santa Inés, acompanhadas no periodo que antecedeu o parto e durante a lactacao.

2.2) Especificos:

a) ldentificar no decorrer da lactacdo as glandulas mamarias higidas e glandulas
mamarias com mastite subclinica;

b) Identificar e quantificar as proteinas presentes no soro sanguineo das ovelhas no
periodo que antecede o parto e durante a lactacéo;

c) Identificar e quantificar as proteinas presentes no soro lacteo de glandulas
mamarias sadias em diferentes fases da lactacéo;

d) Comparar/quantificar as proteinas detectadas no tracado eletroforético do soro
lacteo de glandulas mamarias sadias e infectadas durante a lactagao.
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3-REVISAO DE LITERATURA

3.1 Mastite ovina

A mastite é caracterizada por uma inflamacdo do parénquima da glandula mamaria,
causada por agentes infecciosos, e ndo infecciosos, resultando em alteragdes quimicas e
fisicas no leite e alteracdes patoldgicas no tecido glandular. E uma doenga complexa com
variagdes nas causas, intensidade, curso e consequéncia. A porta de entrada da infecgdo na
glandula mamaria € geralmente o canal do teto e, ap6s a chegada do agente infeccioso na
glandula ocorre a multiplicacdo, causando reacdo inflamatéria (SCHALM et al., 1971;
RADOSTITS, 2007).

A ocorréncia da mastite esta vinculada a interagdo animal, agente etioldgico e meio
ambiente. Os fatores que influenciam na susceptibilidade a mastite incluem: resisténcia
natural da glandula mamaria, estidgio da lactacdo, hereditariedade, idade do animal,
espécie, infectividade e patogenicidade do agente (PRESTES, 2002; OLIVEIRA, 2007).

Em pequenos ruminantes, tal como em bovinos, as infec¢bes intramamarias se
apresentam de acordo com a intensidade do processo inflamatorio, sob forma clinica, com
sintomas facilmente detectaveis, ou sob forma subclinica, que frequentemente passa
despercebida aos produtores rurais. Estes processos sdo sempre responsaveis por
diminuigdo na producdo de leite em ovinos (GONZALO et al., 2002; PEIXOTO, 2010).
Segundo Menzies (2000), a mastite clinica se caracteriza por alteragdes palpaveis na
consisténcia da glandula maméria, apresentando endurecimento do tecido, fibrose,
abscesso, aumento do tamanho da glandula e alteragdes na secre¢do lactea. A mastite
subclinica é uma inflamacdo ndo detectada clinicamente, mas que compromete a produ¢édo
de leite (RADOSTITS, 2007).

Menzies e Ramannon (2001) destacam ainda como fatores predisponentes para a
ocorréncia da mastite ovina, os traumas associados ao tamanho do borrego, a conformagéo
do ubere podendo levar ao acimulo de leite nas glandulas mamarias, o numero de crias e
idade das ovelhas, pois ovelhas mais velhas sdo mais predispostas a mastite. Quanto aos
sistemas de manejo e ordenha as ovelhas ordenhadas manualmente tem indices de mastite
subclinica mais altos, o0 mesmo se verifica para a superlotagdo em sistemas de criagdo

intensivos.
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Observa-se que a frequéncia da mastite € maior nos casos em que a ovelha produz
somente um borrego, quando o parto € duplo ou triplo o consumo de leite aumenta,
favorecendo o melhor funcionamento das glandulas mamarias (OLIVEIRA, 2000).

Algumas formas de mastite tém impacto significativo sobre as ovelhas, podendo
levar a perda total da glandula maméria e em algumas vezes a morte da mesma e/ou do
borrego, enquanto que outras formas alteram a producdo e os componentes do leite e,
algumas influenciam no desenvolvimento dos animais lactentes, acarretando sérias perdas
ao criador (WATSON e BUSWELL, 1984; VAZ, 1996; MENZIES e RAMANOON, 2001;
WINTER, 2001; OLIVEIRA et al., 2007; SANTOS et al., 2007; ALMEIDA, 2008).

A mastite € uma doenca importante nos ovinos, os casos clinicos sdo geralmente
severos com presenca de sinais sistémicos. Frequentemente a glandula comprometida
apresenta perda de funcdo parcial ou total; uma ovelha com mastite diminui a producdo em
cerca de 37%, reduzindo desta forma o ganho de peso dos borregos e aumentando a
mortalidade dos mesmos (FTHENAKIS e JONES, 1990; LANGONI et al., 1999;
MENZIES e RAMANOON, 2001).

Em ovelhas da raca Santa Inés, acredita-se que a pre-disposicdo para a ocorréncia
da mastite esteja relacionada a boa producdo de leite principalmente no periodo das
chuvas, quando ha maior oferta de alimento e consequentemente um aumento na producéo
de leite, pois apesar de ser uma raca de corte, na sua origem esta a raca Bergaméacia com
aptiddo leiteira (OLIVEIRA, 2000; FERREIRA et al.,, 2007), aliada ao fato de
apresentarem longo periodo de lactacdo, o que favorece a ocorréncia de mastite, pois, apds
desmame o Ubere pode permanecer com leite residual, havendo a possibilidade de
crescimento bacteriano (JONES e LANYON, 1990; MELO et al., 2008).

Contreras et al. (2007) encontraram uma diversidade de agentes etiologicos que
podem causar a mastite em ovelhas, evidenciando que os Staphylococcus spp. sdo
diagnosticados com maior freqiiéncia como patégenos responsaveis pela infeccdo
intramamaria. Staphilococcus aureus tem sido relatado como o agente causal mais comum
da mastite clinica em ovelhas leiteiras (MORK et al., 2007; PEIXOTO et al, 2010).

A prevaléncia da mastite do tipo subclinica é a mais predominante em ovelhas,
sendo estimada entre 5% a 30%, podendo ser ainda maior. Em contrapartida, a incidéncia
de mastite clinica apresenta-se em niveis abaixo de 5%, podendo alcangar maiores taxas
em determinadas situagdes (CONTRERAS et al., 2007). Na regido do agreste de
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Pernambuco, Oliveira et al. (2007) relataram ocorréncia de 15,5% de mastite clinica, tendo
o Staphylococcus aureus como principal patégeno causador, enquanto que Almeida et al.
(2008) relataram 29,51% de mastite subclinica com predominancia de Staphylococcus
coagulase negativo em ovelhas da raca Santa Inés.

As infeccBes intramamaérias causadas por Staphylococcus aureus necessitam de
especial atencdo devido ao fato deste agente causar a forma mais agressiva da mastite
clinica, a mastite gangrenosa e também a mastite subclinica. O Staphylococcus aureus
produz toxinas especificas, causando lesdes graves na mama, como a a-toxina que provoca
necrose nos alvéolos (PENGOV, 2001; ARIZNABARRETA et al., 2002; CONTRERAS et
al., 2007; SANTOS et al., 2007).

Na mastite subclinica normalmente ndo se observa alteracbes no Ubere e na
secrecdo lactea, porém observa-se diminuicdo na producdo de leite, alteracbes na
composicdo fisico-quimica, aumento do nimero de células sométicas e isolamento de
microrganismos, representando perda de produtividade dos rebanhos e comprometendo a
alimentacdo dos borregos (NACCARI et al., 2003; ANDERSON et al., 2005; SANTOS et
al., 2007).

A mastite subclinica geralmente é precursora da mastite clinica causada pelo
mesmo agente etioldgico, sendo uma das razGes mais frequentes do descarte de matrizes
nos rebanhos ovinos, comprometendo assim a produtividde dos rebanhos (MENZIES,
2000; OLIVEIRA, 2006).

Segundo Vaz (1996) a mastite em ovinos é mais frequente no periodo de lactacdo
entre a terceira e quarta semanas ap0s o parto, periodo que coincide com o pico de
producdo de leite, embora a enfermidade possa ocorrer em qualquer fase de lactagéo.

A presenca de doencas nos rebanhos onera significativamente os produtores e gera
sérios problemas ao bem estar animal, preocupacdo esta concomitante com as técnicas de
producdo analisando ndo somente a satde animal, mas o bem-estar e a seguranca alimentar
em conjunto. Ferramentas para a vigilancia do estado de higidez do rebanho pode se tornar
um componente bastante Gtil em programas de sanidade, necessitando assim de se
identificar novos indicadores de satde e doenga (GANHEIN et al., 2007).

O diagnostico da mastite em ovelhas esta fundamentado no exame clinico,
contagem de celulas somaticas e analise bacteriologica do leite, quanto mais rapido e

seguro for o diagnostico mais rapido serd o tratamento e menor o tempo de recuperagéo.
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Com a implantagéo de sistemas de mecanizacdo de producdo, a demanda por marcadores
rapidos e precisos tem aumentado significativamente, desta forma tem-se sugerido que as
proteinas de fase aguda seriam indicadores confidveis de um processo inflamatorio na
glandula mamaria (HIRVONEN et al., 1996; ECKERSAL et al., 2001).

3.2 Proteinas do soro sanguineo

3.2.1 Proteinas de fase aguda

As proteinas sdo 0s componentes mais abundantes do plasma, sendo constituidas
por aminodacidos essenciais. As funcBes das proteinas sdo inumeras, entre elas a formacéao
basica da estrutura de células de o6rgdos e tecidos, a manutencdo da pressdo coldido
osmotica, catalizadores de reacdes bioguimicas e no equilibrio acido-basico, participacdo
no processo de coagulacdo sanguinea, realizam o transporte de metabdlitos e participam da
defesa do organismo frente a patdgenos (JAIN, 1993; ECKERSALL, 2008).

A concentracdo das proteinas plasmaticas depende do estado nutricional, do
balanco hidrico, do balan¢o hormonal e outros fatores que estdo diretamente envolvidos na
condicdo de saude. A meia vida das proteinas plasmaticas correlaciona-se com a espécie
animal e os estados fisioldgicos como prenhez, paricdo e lactacdo alteram as suas
concentracdes (JAIN, 1993).

A resposta de fase aguda € uma reacdo ndo especifica do sistema imunoldgico
inato, observado em todas as espécies animais, € um complexo sistema de defesa frente ao
inicio do processo seja ele traumatico, infeccioso, inflamatorio e neoplésico. Sua atuacéo
ocorre como centro da resposta imune inata envolvendo barreiras fisicas e moleculares,
prevenindo a infeccdo produzida por potenciais patdgenos que possam iniciar processos
inflamatdrios, e contribuir para a resolucdo e o processo de cicatrizacdo. As proteinas de
fase aguda séo parte integrante da resposta de fase aguda, sua sintese ocorre principalmente
no figado e sua aplicacdo é utilizada no diagndéstico, prognostico, avaliagdo da satde e bem
estar animal (MOSHAGE, 1997; MURATA et al., 2004; PETERSEN et al., 2004; CERON
et al., 2005; MURATA, 2007; CRAY et al., 2009).

A sintese proteica das proteinas de fase aguda € estabelecida geneticamente, o que
explica a variabilidade entre espécies e individuos, que é refletida no perfil eletroforético

das proteinas séricas em situacao fisiologica (KANEKO et al., 1997).
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Como resposta aos desafios externos ou internos, as proteinas de fase aguda podem
apresentar um aumento ou diminuigdo nas suas concentracGes séricas, sendo classificadas
em "proteinas de fase aguda positivas” e "proteinas de fase aguda negativas”
respectivamente. As proteinas de fase aguda negativas incluem albumina, a proteina mais
abundante do plasma, e a transferrina. As proteinas de fase aguda positivas incluem
haptoglobina, proteina C-reativa, amiloide sérica A, ceruloplasmina, o 1-glicoproteina
acida e fibrinogénio. As proteinas de fase aguda sdo glicoproteinas sintetizadas
principalmente pelos hepatdcitos estimulados pelas citocinas pré-inflamatorias,
interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral o (TNF-a) e interleucina-1 g (IL-1 B) e
liberados na corrente sanguinea. A sintese de proteina de fase aguda extra-hepatica
também é verificada na maioria das espécies de mamiferos (MURATA et al., 2004,
PETERSEN et al., 2004; CERON et al., 2005).

Segundo Eckersall et al. (2010) as proteinas de fase aguda podem alterar as suas
concentragfes séricas em valores superiores a 25% como resposta ao estimulo das
citocinas pré-inflamatorias liberadas durante o processo inflamatorio, sendo reconhecidas
como biomarcadores da doenca, auxiliando no diagndstico, prognéstico e no
monitoramento da resposta ao tratamento estabelecido e ainda no rastreamento da higidez.
De uma maneira geral, as proteinas de fase aguda apresentam respostas classificadas em
'maior’, 'moderada’ ou 'menor' intensidade de acordo com a magnitude da resposta ao
desafio. A resposta 'maior' tem uma baixa concentragdo sérica (<1 pg/L) em animais
saudaveis, que aumenta drasticamente em 100 a 1000 vezes na estimulacdo, atingindo um
pico maximo entre 24 a 48h e depois declinando rapidamente durante a fase de
recuperacdo, respostas moderadas tem aumento de cinco a dez vezes na ativagdo, apds pico
de dois a trés dias diminuindo mais lentamente e as respostas menores apresentam
aumento entre 50% e 100% do seu valor normal. Estes biomarcadores séo altamente
sensiveis indicando inflamacdo, alguns pesquisadores estabeleceram varias analises
quantitativas das proteinas de fase aguda, mas a sintese e a liberacdo das proteinas de fase
aguda se processam de maneira diferente entre as espécies (PETERSEN et al., 2004;
CERON et al., 2005; ECKERSALL, 2008).

A reacdo de fase aguda podera resultar em mudancas de mais de 200 tipos de
proteinas de fase aguda, sejam elas positivas ou negativas. Em quase todas as espécies

animais, albumina é a proteina de fase aguda com maiores impactos, ocorrendo uma
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diminuicdo na sua concentracdo sérica, isto devido principalmente as alteragdes da fungdo
renal ou gastrointestinal, ou ainda, diminuicdo na sintese hepética permitindo que os
aminoacidos sejam utilizados para gerar outras proteinas de fase aguda, que atuardo no
processo inflamatorio (KANEKO et al., 1997). Algumas proteinas de fase aguda tem seu
aumento acentuado nas primeiras 48h ap6s o0 evento desencadeante e muitas vezes tém um
rapido declinio devido a sua meia vida muito curta, enquanto que proteinas moderadas e
menores apresentam uma resposta mais lenta e mais prolongada podendo ser observada
com mais frequéncia durante processos inflamatdrios cronicos. Em vacas e ovelhas a
haptoglobina e amildide sérica A séo consideradas PFAs maiores (> 10 x aumento) e alfa-1
glicoproteina &cida, proteina C reativa e fibrinogénio PFA moderada (1 a 10 x aumento)
em vacas e, alfa-1 glicoproteina acida e proteina C reativa sdo classificadas como
moderadas em ovelhas (PETERSEN et al., 2004; CERON et al., 2005; CRAY et al., 2009).

Os ruminantes apresentam reacdo de fase aguda diferentes das outras espécies,
sendo a haptoglobina a proteina de fase aguda mais significativa, em vacas saudaveis sua
concentracdo sérica é < 20 mg/L, enquanto que em dois dias pos infec¢do pode elevar-se
para valores superiores a > 2 g/L, tendo seu uso como biomarcador para diagnostico e
prognostico de mastite, enterite, peritonite, pneumonia, endocardite e endometrite
(MURATA et al., 2004; PETERSEN et al., 2004; ECKERSALL et al., 2010).

A utilizacdo das proteinas de fase aguda pode fornecer informacGes objetivas sobre
a extensdo das lesdes em curso, individualmente ou no rebanho, estas proteinas poderao ser
utilizadas para determinar onde a propagacao da doenca esta ocorrendo (faixa etaria, parte
do sistema de producédo), fornecendo informacGes sobre a prevaléncia de curso clinico e
infeccBes subclinicas, indicado por alteracbes na concentracdo sérica das proteinas de fase
aguda selecionadas. Esses biomarcadores podem ainda, atuar como ferramenta de
prognoéstico, com a magnitude e a duracdo da resposta de fase aguda refletindo a gravidade
da infec¢cdo. No entanto, alguns pontos a se considerar antes de utilizar as proteinas de fase
aguda como marcadores objetivos e ndo-especificos da saude animal sdo a possivel
influéncia de fatores ambientais, manuseio e outros tipos de estresse na auséncia de doenca
(PETERSEN et al., 2004; BRAUN et al., 2010).
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3.2.1.1 Proteinas de fase aguda positiva

a) Haptoglobina

A haptoglobina é uma a-globulina com vérias funcbes biologicas, entre elas a
ligagdo com a hemoglobina, estimulacdo da angiogénese, regulagdo do metabolismo
lipidico e efeito imunomodulador, mas sua principal funcdo é evitar a perda de ferro
promovendo acdo bacteriostatica por meio do complexo hemoglobina-haptoglobina,
restringindo a disponibilidade de ferro necessario para o0 crescimento bacteriano
(PETERSEN et al., 2004; ECKERSALL, 2008).

A haptoglobina é uma das proteinas de fase aguda mais estudadas em animais de
producdo; em ruminantes sadios 0s niveis de concentracdo sérica geralmente sao muito
baixos ou insignificantes, no entanto aumentam mais de 100 vezes na estimulacdo ao
desafio antigénico. Muitos estudos tém evidenciado a importancia da haptoglobina como
um parametro clinico Gtil para mensurar a ocorréncia e gravidade das reacdes inflamatdrias
em animais com mastite, pneumonia, enterite, peritonite, endocardite, abscessos,
endometrite e outras infeccBes naturais ou experimentais (MURATA et al., 2004;
PETERSEN et al., 2004).

A concentracdo da haptoglobina corresponde a extensdo da injuria tissular
provocada pelo processo inflamatério agudo; quando esta injlria é severa sua concentracao
aumenta rapidamente, usualmente um pouco antes da elevacdo do fibrinogénio plasmatico
(COLE et al., 1997). Em vacas com mastite sugere-se correlacdo direta entre a severidade
do dano ao tecido mamario, que inicia uma série de eventos liberando as citocinas pro-
inflamatorias pelos hepat6citos e 0 aumento da haptoglobina (PACHAURI, 2002).

Conner e Eckersall (1986) relataram que os niveis plasmaticos de haptoglobina,
ceruloplasmina e a-1 anti tripsina foram mais elevados nas vacas com mastite quando
comparadas as vacas sadias, sugerindo que entre as proteinas de fase aguda de bovinos,
que podem detectar atividade bioldgica, a haptoglobina seria a mais usual e, que a
avaliacdo da cronicidade e severidade da doenca usando as proteinas de fase aguda poderia
fornecer ajuda valiosa no diagnostico e prognostico inicial da mastite. Ademais se
demonstrou que em animais com mastite clinica e suclinica, as concentragdes de
haptoglobina elevaram-se indicando que a resposta de fase aguda ocorreu e, que esta

proteina de fase aguda tem potencial de diagnostico nestes casos (ECKERSALL et al.,
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2001). GRONLUND et al. (2005), observou elevagdo na concentracdo de haptoglobina e
amilode sérica A no leite de vacas acometidas com mastite clinica e subclinica, apds
infeccdo induzida experimentalmente por Staphylococcus aureus

Em vacas com mastite clinica verificou-se alta correlacao entre as concentragdes de
haptoglobina no soro sanguineo e lacteo (ECKERSALL et al., 2001). Aumentos de
haptoglobina e amildide sérica A foram encontrados no soro e no leite de vacas com
mastite havendo alta correlacdo significativa entre a haptoglobina no soro sanguineo e no
leite, indicando um alto potencial desta fracdo protéica como biomarcador de mastites
clinicas e subclinicas (GONZALEZ et al., 2007). Colla et al. (2009) evidenciaram relagio
significativa entre a contagem de células somaticas e a haptoglobina como ferramenta no
diagnostico de mastite subclinica ou na avaliacdo da qualidade do leite.

A haptoglobina foi reportada como um importante indicador diagnostico da
inflamagdo aguda de bovinos e ovinos, sendo recomendada para uso na rotina clinica.
Skinner e Roberts (1994) identificaram esta proteina como indicador de infecgdo
bacteriana aguda em ovelhas, onde a haptoglobina foi 34% mais sensivel que a contagem
de leucédcitos e 25% mais sensivel que a contagem de neutrofilos, sendo que valores
menores de 20 mg/dL sdo considerados auséncia de infeccdo ou inflamacdo em ovelhas.
Costa et al. (2010) verificaram, em ovelhas com mastite experimental, elevacdo no teor
sérico da haptoglobina relatando aumento na sua concentracdo de 14 vezes durante as

primeiras 24 horas quando comparados ao momento controle.

b) a-1 Glicoproteina acida

A o-1-glicoproteina acida é uma glicoproteina (mucoproteina ou seromucoide)
sintetizada principalmente pelos hepatocitos, seu peso molecular é representado por 45%
de carboidratos e se apresenta muito acida, pH 3,5 sendo uma proteina estavel
(FOURNIER et al., 2000). A sintese local da a-1-glicoproteina &cida pode contribuir para a
manutencdo da homeostase, reduzindo o dano tecidual associado ao processo inflamatério
em curso, em tipos de células extra-hepaticas como as epiteliais e células endoteliais. A a-
1-glicoproteina &cida apresenta duas grandes func@es fisioldgicas, realizar o transporte de
drogas e imunomodulagdo. A a-1-glicoproteina acida juntamente com a albumina e as
lipoproteinas pertencem ao grupo das proteinas mais importantes no plasma, podendo se

ligar a mais de 300 tipos de mdleculas e drogas. Como a albumina, a a-1-glicoproteina
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acida se liga e transporta substancias de origem enddgena ou exdgena como a heparina,
histamina, serotonina e corticoides. Esta capacidade pode ajudar a manter a ligagcdo e o
transporte de drogas comprometidas em respostas de fase aguda, em que a albumina, uma
proteina de fase aguda negativa, diminui sua concentracdo (FOURNIER et al., 2000). A
fagocitose, a ativacdo do neutrdfilo e a agregacdo das plaquetas séo inibidas pela o-1-
glicoproteina &cida, atuando ainda na maturacdo dos linfocitos T e B (ISRAILI e
DAYTON, 2001). O mecanismo de sintese desta proteina de fase aguda ainda €
desconhecido, mas o seu aumento pode estar envolvido na sintese pelos hepatdcitos em
resposta as citocinas (IL-1 e TNF- a) secretadas pela ativagdo de macrofagos (JAIN, 1993).
A expressdo génica da a-1-glicoproteina &cida € controlada por uma combinacdo da
regulamentacdo dos seus principais mediadores, ou seja, glicocorticoides e uma rede de
citocinas, envolvendo principalmente a interleucina-1p (IL-1p), fator de necrose tumoral-a
(TNF- a), interleucina-6 (IL-6). A a-1-glicoproteina acida é um agente antiinflamatorio
natural, na medida em que inibe a ativacdo de neutréfilos e aumenta a secrecdo de IL-1
antagonista do receptor de macrofagos (FOURNIER et al., 2000; HOCHEPIED et al.,
2003).

A o-1-glicoproteina acida é uma importante proteina de fase aguda na clinica de
ovinos, sendo utilizada no monitoramento de processos inflamatdrios e infecgdes em geral
(ECKERSALL et al., 2001). Em estudo com ovinos infectados experimentalmente com
linfadenite caseosa, elevacdes nas concentracbes de haptoglobina e amildide sérica A,
foram observadas, apresentando pico na primeira semana, no entanto verificou-se um leve
e persistente elevacdo da concentracdo desta proteina ainda ap6s quatro semanas de
infeccdo (ECKERSALL, 2010). Horadagoda et al. (1999) verificaram que a a o-1-
glicoproteina acida foi encontrada em alta concentracdo em 89% dos casos agudos e 72%
dos casos cronicos.

Na maioria das espécies animais, a a-1-glicoproteina acida € uma proteina de fase
aguda moderada, aumentando seus niveis mais lentamente, porém permanecendo elevado
por muito mais tempo que outras proteinas de fase aguda como a haptoglobina e amil6ide
sérica A nos bovinos. Isto poderia ser vantajoso no diagnostico, pois sendo a o-1-
glicoproteina acida uma proteina com um perfil de fase aguda, forneceria a informacédo de
quais circunstancias e como 0s processos inflamatorios evoluem da forma aguda para
cronica (ECKERSALL, 2008).
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c) Ceruloplasmina

A ceruloplasmina transporta 90% do cobre plasmético e o armazena no figado e
outros tecidos; cada molécula é capaz de ligar-se a seis ou oito atomos de cobre (Cud+),
tendo grande importancia na homeostase deste mineral e na mobilizacdo do ferro. Em
humanos sua sintese se eleva em condi¢cdes de inflamacdo bacteriana aguda, viral e
parasitaria, podendo estar elevada em casos de leucemia, tumores sélidos e cirrose biliar
enquanto que sua diminuicao é verificada no nascimento e nos casos de desnutricdo, ma
absorcéo, nefrose e intoxicacao por cobre (JAIN, 1993).

A ceruloplasmina ¢ uma ferroxidase, que influencia na oxidacdo do ferro ferroso
toxico para a sua forma férrica ndo toxica (PATEL et al., 2002), protegendo os tecidos das
lesbes provocadas pelos radicais livres ferro-mediados e esta envolvida em diversas
atividades antioxidantes e citoprotetoras, sendo sintetizada principalmente pelo figado,
podendo também ser induzida em outros sitios extra-hepaticos (JAIN, 1993). A
ceruloplasmina pode atuar como um agente anti-inflamatério (reduzindo o ndmero de
neutrofilos marginais) agindo como um “limpador” de perdxido extracelular
(SEGELMARK et al., 1997).

Segundo Eckersall (2008) a ceruloplasmina é classificada como uma proteina de
fase aguda moderada, apresentando leve variacdo em seus niveis nos casos de infeccdo. A
utilizacdo da ceruloplasmina como biomarcador diagnéstico permanece menos comum que
as outras proteinas de fase aguda, no entanto, tem sido demonstrado que esta proteina de
fase aguda é um indicador de infeccdo em bovinos e ovinos (PFEFFER e ROGERS, 1989;
SEGELMARK etal., 1997; COSTA et al., 2010).

Os niveis de ceruloplasmina se mantiveram elevados ap6s 24h de infeccdo
experimental por Staplylococcus aureus em ovelhas, coincidindo com o quadro clinico de
mastite, apresentando concentracGes séricas seis vezes superior a0 momento controle,
ressaltando seu emprego como biomarcador precoce nos casos de mastite em ovelhas
(COSTA et al., 2010).

Conner et al. (1986) detectaram diferencas nos niveis de ceruloplasmina, o-1
antitripsina e haptoglobina em amostras de soro de vacas com mastite, confirmando a

resposta de fase aguda na mastite bovina.


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6WXN-49FXGRB-3&_user=687346&_coverDate=07%2F31%2F2004&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_origin=search&_sort=d&_docanchor=&view=c&_searchStrId=1447836308&_rerunOrigin=google&_acct=C000037879&_version=1&_urlVersion=0&_userid=687346&md5=344a272df22dfad659893f7cb01c0a6a&searchtype=a#bib134
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3.2.1.2 Proteinas de fase aguda negativa
a) Albumina

A albumina é a proteina mais abundante no plasma, representa de 50% a 65% do
total das proteinas séricas, devido ao seu grande tamanho normalmente fica retida pelos
capilares, sendo a primeira proteina a ser perdida a partir do sangue durante as injurias
tissulares. As principais funcfes da albumina sdo a regulagcdo e manutencdo da presséo
coloido-osmdtica do plasma e transporte de A&cidos graxos livres, acidos biliares,
bilirrubina, histamina, porfirinas, drogas, barbitiricos e microelementos como o célcio,
cobre e zinco (JAIN, 1993).

E sintetizada e secretada pelos hepatécitos, sua sintese é controlada pela pressio
col6ido-osmdtica, mas pode ser influenciada pelo estresse, condi¢do geral do figado,
concentracdo extravascular da albumina, estado de nutricdo e por hormoénios como a
tiroxina, insulina e cortisol. O catabolismo da albumina ocorre em vérios tecidos, sendo o
tecido muscular, o figado, e os rins os sitios principais de degradacdo pela acdo da
protease. Fatores como a gestacdo, lactacdo e idade podem alterar os niveis das proteinas;
na gestacdao das ovelhas a concentracdo de albumina pode diminuir na fase intermediaria,
retornando aos valores de normalidade na fase final (ECKERSALL, 2008).

A albumina é uma proteina de fase aguda negativa, diminui sua concentracdo em
mais de 25% durante a resposta de fase aguda frente & doenca infecciosa, processos
inflamatdrios, ou traumas, sendo regulada pelas interleucinas 1 (IL- 1) e outras citocinas
(JAIN, 1993; MAZZAFERRO et al., 2002). As doencas bacterianas, virais, protozoarias e
helminticas podem causar diminui¢do na concentracdo sérica da aloumina (CONTRERAS,
2000; EKCERSALL, 2008). Sua meia vida em bovinos é de 16,5 dias e em ovinos € de
14,28 dias, sendo que esta taxa de catabolismo estd em equilibrio com a taxa de sintese
pelos hepatocitos (EKCERSALL, 2008). Contribui com 80% da osmoralidade do plasma
sanguineo, constituindo também importante reserva protéica. A desnaturacdo da albumina
no local da inflamacdo pode ocorrer devido a mudancas na temperatura e no pH,
resultando na liberacdo de aminoécidos que podem ser utilizados na reparacdo tecidual
(MAZZAFERRO et al., 2002).

A diminuicdo da sintese de albumina ocorre nos processos inflamatorios sistémicos
devido a producéo prioritaria de proteinas de fase aguda positiva. A hipoalbuminemia pode

comprometer o aporte de zinco, substratos energéticos e drogas para os tecidos inflamados,



28

justificando o retardo no processo de reparacdo em pacientes enfermos com déficit dos
niveis de albumina (MAZZAFERRO et al., 2002).

b) Transferrina

A transferrina € uma glicoproteina plasmatica com funcéo primordial de transporte
do ferro no plasma e no liquido extracelular para suprir as necessidades teciduais. Por esta
razdo é considerada uma proteina ligante do ferro, sendo sua secrecdo estimulada a partir
da interleucina-1, possui meia vida em torno de oito a dez dias, apresentando atividade
antiviral e antibacteriana. A concentracdo da transferrina sérica aumenta em estados de
deficiéncia férrica e prenhez e, diminue em doencas hepaticas, infecgcdes agudas e cronicas
e em casos de leucemia (JAIN, 1993; TIZARD, 2002).

Em ruminantes é considerada uma proteina de fase aguda negativa, apresentando
diminuicdo nos niveis séricos durante as infecgdes. Os niveis de ferro nos fluidos
corpdreos tém influéncia direta sobre as invasfes bacterianas, em virtude da grande
maioria das bactérias necessitarem do ferro para o seu crescimento. Quando os niveis estdo
elevados, os animais tornam-se mais vulneraveis a infeccdo bacteriana (TIZARD, 2002).
Em bovinos, com doenca inflamatoria cronica, os niveis séricos de transferrina decrescem,
no entanto se apresentam dentro do limite fisioldgico nas infec¢des agudas, nos casos de
cetose ou apds a administracdo de endotoxinas (THOMAS, 2000).

A transferrina é primariamente produzida nos hepatdcitos, porém também ha
sintese em macrofagos, células de Sertoli e células do epitélio mamario. Cada molécula de
transferrina é capaz de ligar-se a dois 4&tomos de ferro e normalmente, apenas um terco de
toda a transferrina estd saturada com este mineral. A transferrina é uma proteina de fase
aguda relacionada ao transporte do ferro, e suas concentracBes variam nas doencas do
metabolismo férrico. Estas proteinas sdo encontradas no plasma e em secrec@es biologicas
como leite, muco bronquial ou nasal, saliva, lagrimas, fluido gastrointestinal, bile, fluido
sinovial, urina, muco cervical e fluido seminal (WEINBERG, 1984; DE JONG et al., 1990;
ECKERSALL, 2008).

3.2.2 Imunoglobulinas
As imunoglobulinas séo glicoproteinas que em fungéo da sua estrutura molecular se

dividem em diferentes subtipos e subclasses, as 1gG, IgD e IgE sdo mondmeros, IgA é um
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dimero e IgM é um pentdmero. A grande maioria dos anticorpos sdo do tipo 1gG e estdo
presentes em todos os animais (KANEKO et al., 1997). Os anticorpos possuem estrutura
central comum de duas cadeias leves (L) idénticas e duas cadeias pesadas (H) idénticas,
entretanto, quando comparadas entre diferentes imunoglobulinas, sua sequéncia varia
amplamente (KORHONEN et al., 1995, KALLAUR et al., 2007). As cadeias leves de uma
imunoglobulina tipica contém cerca de 110 amino&cidos, enquanto que as cadeias pesadas
contem aproximadamente 500 aminoacidos. Existem cinco tipos distintos de cadeias
pesadas imunoglobulinicas (a, vy, 0, € € 1), que determinan sua classe ou isotopo. As
imunoglobulinas com as cadeias pesadas o sdo chamadas de imonuglobulinas A (IgA),
aquelas com cadeias y s3o chamadas de IgG, as cadeias p sdo as IgM, cadeias o sdo as IgD
e com as cadeias € se formam a IgE (TIZARD, 2002; ECKERSALL, 2008).

Para execucdo da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS PAGE,
as imunoglobulinas (IgG) séo dividas em duas cadeias, leve (IgG CL) e pesada (I1gG CP),
em virtude do uso da substancia 2-mercaptoetanol utilizada na solugdo tampdo que €
empregada na corrida eletroforética (FAGLIARI e SILVA, 2002).

As imunoglobulinas atuam como anticorpos e sdo produzidas pela resposta
humoral. Sdo altamente especificas se somente uma causa determinante antigénica esta
envolvida. Quando expressa sobre a superficie dos linfécitos B, atuam como receptores
capazes de reconhecer e distinguir grande variedade de antigenos. As duas principais
caracteristicas das imunoglobulinas como proteina de ligacdo ao antigeno sdo a
especificidade e sua diversidade de acdes. As imunoglobulinas possuem atividade
bioldgica secundéria de ativacdo do sistema complemento e de atuacdo como opsoninas,
sendo capazes de prevenir a adesdo de microrganismos, inibir o crescimento bacteriano e
neutralizar toxinas (KORHONEN et al., 2000; ECKERSALL, 2008).

As imunoglobulinas formam um sistema bioldgico de defesa essencial em animais
superiores e sdo encontradas em muitos fluidos corpéreos, embora estejam em altas
concentragfes e sejam mais facilmente observadas no soro sanguineo (TIZARD, 2002;
VOET e VOET, 2006).

A classe de imunoglobulina IgG representa 80% a 90% do total de imunoglobulinas
e exerce 0 papel principal nos mecanismos de defesa mediados por anticorpos. Como a
IgG difundi-se mais prontamente que as outras imunoglobulinas para 0s espacos

extravasculares ela é a classe predominante nos tecidos ndo mucosos, onde neutraliza as
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toxinas bacterianas. Em varias infecgbes com repercussdo sistémica, a resposta imune
humoral é caracterizada pelo alto titulo de 1gG, sendo esta imunoglobulina de fundamental
importancia na eliminacdo de agentes bacterianos por meio de opsonizacdo e posterior
fagocitose, conforme observado por Costa et al. (2010) em infeccdo experimental da
glandula mamaria por S. aureus.

A 1gG juntamente com a IgA sdo as principais imunoglobulinas sintetizadas
durante a resposta secundaria (TIZARD, 2002; ROITT e DELVES, 2004; MEHRA et al.,
2006).

A IgA é encontrada em quantidades significativas nos fluidos corporais, sendo
observada em secrecfes seromucosas como lagrimas, saliva, liquidos nasais, colostro e
secrecfes do pulmdo, trato genitourinario e gastrointestinal, onde estd envolvida
especificamente na protecdo das superficies corpGreas contra microrganismos,
representando cerca de 10% a 15% das imunoglobulinas séricas totais (ROITT e DELVES,
2004; KALLAUR et al., 2007). E a imunoglobulina predominante nestas secrec@es
corporeas com excecdo do colostro nos ruminantes, onde predomina a IgG (KORHONEN,
2000). A elevacdo da IgA no soro sanguineo nos processos infecciosos da glandula
mamaria pode estar relacionada a demanda, em virtude da importancia desta classe de
imunoglobulina na protecdo das superficies corpOreas contra a invasdao de agentes
infecciosos, inibindo a aderéncia bacteriana (JAIN, 1993). Geralmente no processo
infeccioso, a medida que a concentracdo de IgA comeca a decrescer, observa-se a elevacao
da IgG no soro sanguineo (COSTA et al., 2010).

3. 3 Proteinas Do Soro Lé&cteo

Alguns fatores podem influenciar a concentracdo de proteinas e peptideos no leite,
sendo 0s mais importantes a raca, o estado de salde, as fases da lactacdo, o sistema de
alimentacéo, as mudancas de estacdo do ano, a frequéncia e o sistema de ordenha (GOPAL
e GILL, 2000). Durante as fases de lactacdo, os principais componentes do leite de ovelha
variam, seguindo uma curva inversa a da producdo de leite, as concentracdes de gordura,
solidos totais (caseina e proteinas do soro lacteo) se elevam no inicio e final da lactacdo e
se encontram em baixos niveis no meio da lactacdo, quando a producéo de leite é elevada,
coincidindo o maximo de produgdo com o minimo de composi¢cdo (BENCINI, 2001;
VELASCO et al., 2001).
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As principais proteinas do leite da ovelha séo similares as encontradas no leite da
vaca e da cabra. A identificacdo das proteinas no leite ocorrem em dois momentos
distintos, o primeiro ocorre na fase micellar composto pela caseina, o segundo é formado
pelas proteinas do soro lacteo (a-lactoalbumina, B-lactoglobulinas, imunoglobulinas e
albumina sérica (BORKOVA e SNASELOVA, 2005; PARK et al., 2007). Segundo
Schalm et al. (1971) as proteinas do leite sdo formadas no ergastoplasma das células
acinares e sdo suplementadas pelo complexo de Golggi. Estas proteinas podem se
subdvidir em variacdes genéticas, este polimorfismo € similar ao observado em outras
proteinas do organismo. As proteinas do leite originam-se dos amino&cidos livres,
presentes na corrente circulatéria, sendo alguns destes aminoacidos pré-formados no
sangue e incorporados ao leite, e outros passariam previamente por transformacdes
enzimaticas.

A exata composi¢cdo das proteinas do leite varia entre as espécies, sendo que a
maioria (80% a 95%) sdo sintetizadas nas células epiteliais da glandula maméria incluindo
a caseina, o-lactoalbumina, B-lactoglobulina e lactoferrina, enquanto que as
imunoglobulinas, albumina sérica e transferrina sdo proteinas derivadas do sangue e
incorporadas as células epiteliais da glandula mamaria (BUOGOYONE e DUNCAN,
1998).

Segundo Varnam e Sutherland (1995) a caseina responde por mais de 80% da
constituicdo das proteinas totais do leite e a proporcéo relativa de proteinas do soro frente a
caseina variam segundo o estagio de lactacdo. O leite produzido nos primeiros dias depois
do parto e no final da lactacdo tem um contetdo de proteinas do soro muito maior que o
leite da metade da lactacdo. Este incremento esta acompanhado de niveis elevados de
proteinas do soro sanguineo.

Auldist et al. (1995) analizando dois rebanhos bovinos de racas diferentes,
encontraram variagoes significativas atribuidas ao estagio de lactacdo, em um rebanho com
aumento das concentragdes no inicio e no terco final da lactagcdo, sendo que no segundo
rebanho as concentragdes ndo apresentaram diferenca significativa, enquanto que Levieux
e Ollier (1999) encontraram também em vacas, valores mais elevados das concentragdes de
albumina serica, imunoglobulina, a-lactoalbumina ¢ B-lactoglobulina no colostro com

diminuicao dos valores depois do primeiro més de lactacao.
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Em experimento com ovelhas, Bianchi et al. (2004) observaram que as proteinas do
soro lacteo se elevaram no final da lactag&o.

Cozma et al. (2011) em um estudo comparativo entre bovinos, caprinos e ovinos
identificaram valores médios de 2,33g/dL de proteina total no soro lacteo de ovelhas.

Nudda et al. (2003) ao estudarem os efeitos do estdgio de lactagdo, parigéo,
genotipo de B-lactoglobulina na composicdo de proteinas do soro lacteo e contagem de
células somaticas em ovelhas da raca Sarda, identificaram fracdes protéicas no soro lacteo
normal e mastitico e, concluiram que o leite de ovelhas apresenta um indice maior de
proteinas do soro lacteo quando comparado com o leite de vaca ou de cabra, neste estudo
foi utilizado o fracionamento eletroforético com SDS-PAGE.

Raimondo et al. (2009) evidenciaram influéncia das fases da lactacdo na
concentracdo da proteina total do soro lacteo, com diminuicao no terco final da lactacdo, o
mesmo se observou para lactoferrina, albumina sérica, imunoglobulinas, B-lactoglobulina e

a a-lactoalbumina.

a) Albumina sérica

A albumina é uma das proteinas de origem sanglinea, detectada no leite, ou seja,
proteina passivel de ser transferida do plasma sangliineo para o leite por transudacdo,
sendo determinada em maiores concentracdes na secrecdo lactea no final da lactacdao
(SCHALM et al., 1971).

ConcentracGes mais elevadas de albumina sérica no leite podem ser reconhecidas
como sensivel marcador de processos inflamatérios da glandula mamaria, devido a grande
e direta correlacdo existente entre o teor dessa proteina de origem plasmatica no leite e a
contagem de células somaticas nessa secrecao, no entanto a concentracdo de albumina de
origem plasmatica no leite sofre variacdes significativas conseqiientes as fases da fisiologia
da producao leiteira: influéncias da fase da lactacdo e do nimero de lactagcdes das vacas
(HONKANEN-BUZALSKI, 1982).

A permeabilidade capilar aumenta durante a inflamagéo e pode permitir a passagem
de proteinas do sangue para o leite mais rapidamente que a taxa normal. Aumentos ou
diminuicdes na taxa de sintese de proteinas na glandula mamaria influenciariam do mesmo
modo a proporcéo relativa de cada uma destas proteinas no soro lacteo. Sugeriu-se que

estes aumentos, em especial a albumina, pode ser um sensivel indicador de permeabilidade
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capilar aumentada durante o processo inflamatorio, permitindo a passagem das proteinas
do sangue para o leite (BORTREE et al., 1962).

Segundo Schalm et al. (1971), o aumento da concentracdo de proteina total e
proteinas plasmaticas no soro lacteo, particularmente albumina e imunoglobulinas,
acompanhados da diminuicdo da concentracdo de caseina representam achados de

alteracdo na glandula maméria.

b) Lactoferrina

A lactoferrina é uma glicoproteina com peso molecular de 80 Da aproximadamente,
com elevada afinidade pelo ferro, foi classifica como membro da familia da transferrina,
devido a sua sequéncia ser 60% idéntica a transferrina sérica. Apresenta trés isoformas
diferentes a lactoferrina-a, lactoferrina-p e a lactoferrina-y (ADLEROVA et al., 2008).

A lactoferrina exerce influéncia nas rea¢fes imunes especificas indiretas. Devido a
sua localizagdo estratégica sobre a superficie das mucosas representando um dos primeiros
sistemas de defesa do organismo frente aos agentes microbianos que o invadem através das
mucosas, comprometendo o crescimento e multiplicacdo de uma variedade de agentes
infecciosos entre eles bactérias, virus, protozoarios e fungos (ADLEROVA et al., 2008).

Smith e Schanbacher (1977) em pesquisa realizada com vacas saudaveis e em
lactacdo, evidenciou que a quantidade de lactoferrina comeca a aumentar dois dias apds o
término da lactacdo regular. A glandula mamaria da vaca aumenta a sintese de lactoferrina
qguando exposta a invasdo microbiana. Estes autores confirmaram as constatacGes de
Welty et al. (1975) ao observarem que o aumento da concentracdo de lactoferrina iniciava
dois a quatro dias ap06s supressdo da ordenha rotineira, apresentando um aumento linear de
115 mg/dL por dia. A concentragdo méaxima de lactoferrina lactea detectada foi de
aproximadamente 2.000 mg/dL, obtida trés a quatro semanas ap0s o inicio da involucdo da
glandula mamaria, preparando-se para a supressao da lactacéo.

Welty et al. (1975) afirmaram existir amplas variagdes individuais da concentragéo
de lactoferrina de vacas demonstrando que a concentracdo de lactoferrina diminuiu
sensivelmente antes do parto e no inicio da nova lactacdo, indicando que a lactoferrina
seria uma proteina em menor concentracdo no leite normal, mas se tornaria uma das

principais proteinas na secre¢do da glandula mamaria em involugdo e que aumento nos
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teores de lactoferrina na secrecdo lactea seriam indicadores do processo de involucéo da
glandula mamaria.

A acdo antimicrobiana da lactoferrina foi avaliada in vitro por Rainard (1986),
concluindo que a lactoferrina inibiu o crescimento de Escherichia coli. Qian et al. (1995)
analisando a lactoferrina ovina, constataram que a funcdo bioldgica da lactoferrina é o
efeito bactericida e, que esta proteina de fase aguda em ovinos &€ muito similar a
lactoferrina humana, observando concentracGes de 13,5 mg/dL em ovelhas.

Naidu et al. (1991) destacaram a grande capacidade de ligacdo in vitro da
lactoferrina bovina as células com Staphylococcus aureus isoladas de leite de vacas com
mastite quando se empregava 0s meios de cultura &gar sangue, nutriente ou proteose-
peptona.

Komine et al. (2006) concluiram que a lactoferrina tem efeito antibacteriano, sendo
estes efeitos fisiologicos semelhantes aos efeitos dos antibiodticos e indicador de mastite em
vacas lactantes.

Em pesquisa realizada com fémeas saudaveis, em lactacdo e secas, a quantidade de
lactoferrina comeca a aumentar dois dias ap6s o término da lactacdo regular. Alguns
autores acreditam que grandes quantidades de lactoferrina e baixas quantidades de citrato
na glandula mamaria involuida de vacas contribuem para a consideravel resisténcia deste
sitio a invasdo microbiana (SMITH e SCHANBACHER, 1977).

Komine et al. (2006) ratificaram que a lactoferrina € um indicador diagndstico de

mastite em vacas lactantes.

c) B - Lactoglobulina

A B-lactoglobulina foi considerada por Schalm et al. (1971) a proteina sintetizada
na glandula mamaria, encontrada em maior concentracdo no soro lacteo. E uma proteina
secretada no leite dos ruminantes e devido a sua abundéancia e facilidade de purificacéo foi
uma das primeiras proteinas em que a composicdo e a sequéncia de aminoacidos foram
estabelecidas (EL ZAHAR et al., 2005).

A B-lactoglobulina do leite ovino consiste em uma corrente do polipeptideos de 162
amino&cidos. Trés variacBes genéticas, B-lactoglobulina A, B e C tem sido descritas e

diferem entre si na troca de aminoacidos, sendo que os alelos A e B estdo presentes em
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quase todas as ragas e o alelo C é um mais raro e especifico de algumas poucas ragas
(PARK et al., 2007).

A B-lactoglobulina representa 60% das proteinas do soro lacteo de bovinos,
variando sua concentracdo entre 230 e 490 mg/dL. Nos caprinos sua concentracéo
encontra-se entre 180 e 280 mg/dL e nos ovinos entre 270 e 500 mg/dL, sendo que nos
humanos e roedores ndo se constatou a presenca desta proteina (LEDESMA, 2002).

Mao e Bremel (1995) relataram que a p-lactoglobulina poderia ser também
detectada no soro sanglineo de vacas gestantes e o resultado seria utilizado como
marcador fisioldgico para predizer a futura producdo de leite, pois sendo a B-lactoglobulina
uma proteina sintetizada pelas células secretoras do tecido epitelial da glandula mamaria,
passaria para o fluido intersticial e seria absorvida pelo sistema circulatério, integrando-se

ao plasma sanguineo.

d) a- Lactoalbumina

A oa-lactoalbumina é a segunda fracdo protéica mais abundante, representando
cerca de 25% das proteinas do soro lacteo, sua concentracdo no leite bovino varia entre 80
e 120 mg/dL, entre 60 e 110 mg/dL no leite caprinos e entre 120 e 260 mg/dL no leite
ovino (LARSON e KENDALL, 1957; SCHALM et al., 1971; LEDESMA, 2002;
STANCIUC e RAPEANU, 2010).

A a-lactoalbumina do leite de ovelhas e cabras € homologa a da vaca, é uma metalo
proteina contendo um atomo de Ca por molécula e é fisiologicamente importante na sintese
da lactose, facilitando a producdo e a secrecdo do leite. Os cations divalentes dos
ligamentos da a-lactolbumina (Ca,+, Zn,+) facilitam a absor¢do de minerais essenciais.
Também, fornece uma fonte bem equilibrada de aminoacidos essenciais para o crescimento
de neonatos. Durante sua digestdo, seus peptideos com propriedades antibacterianas e
imunoestimulatérios, auxiliam na protecdo de encontro as infecgdes (PARK 2007;
STANCIUC e RAPEANU, 2010).

A o-lactoalbumina associa-se com as lisozimas e este complexo responde como
uma atividade antibacteriana bastante elevada frente as bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas e aumenta a liberacdo das citocinas pro-inflamatorias interleucinas IL-1, IL-6, e
(TNF- o) fator de necrose tumoral o (STANCIUC e RAPEANU, 2010).
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A o-lactoalbumina bovina é uma proteina globular de peso molecular aproximado
de 14400 Da. Esta constituida por 123 aminoacidos e apresenta trés variantes genéticas A,
B e C, sendo a B a variante mais comum (LEDESMA, 2002; STANCIUC e RAPEANU,
2010).

Em amostras de leite de cabra Levieux e Ollier (1999) determinaram maiores
concentraces de a-lactoalbumina nas amostras colhidas até trés dias ap6s o parto,
diminuindo lentamente e permanecendo estaveis apos o oitavo dia de lactagéo.

No leite bovino, amostras negativas ao teste Wisconsin Mastitis Test, evidenciaram
concentragOes de 178,0 mg/dl, conforme relatadas por Randolph et al. (1974) empregando
a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida. Sant’ana et al. (2006) verificaram
aumentos significativos nas concentragdes de a-lactoalbumina no soro de vacas com

retencdo lactea.

e) Imunoglobulinas

As imunoglobulinas s&o encontradas no leite, apds serem seletivamente transudadas
do plasma sanguineo para o interior da glandula mamaria pelas células acinares do Ubere.
As concentracOes lacteas dessas proteinas foram maiores em amostras de leite de vacas no
final da lactagéo; sendo seus valores superiores durante a fase colostral (SCHALM et al.,
1971).

As imunoglobulinas encontradas no leite estariam relacionadas, diretamente com a
funcdo protetora da glandula mamaria contra agentes patogénicos causadores de mastites.
A concentracdo dessa fracdo protéica no leite foi considerada como fisiolégica ou,
decorrente de infecgBes ativas de componentes do Ubere. A comprovacao dessa assertiva
mostrou que, quatro horas ap6s infusdo de toxinas bacterianas na glandula mamaria,
observou-se, rapidamente, aumento das imunoglobulinas, inicialmente de 1gG; e depois,
mais lentamente, de 1gG, (SYMONS e WRIGHT, 1974).

Bortree et al. (1962) analisando o soro lacteo de vacas com mastite experimental,
relatou que as imunoglobulinas apresentaram aumentos mais lentos que a albumina sérica,
porém mais persistentes.

Caffin e Poutrel (1988) utilizando técnica de imunodifusdo radial em amostras de
leite de vaca, obtiveram maiores valores de IgG; no inicio da lactacdo (até 30 dias) e 1gG,
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na fase final da lactacdo (270 dias). Tais variacfes, Caffin e Poutrel (1988) atribuiram ao
aumento do numero de células somaticas, por terem observado significativa correlagdo
entre esses dois parametros lacteos.

Na avaliacdo da presenca da imunoglobulina A no leite, além de se apresentar em
pequenas concentracdes, ela permaneceria ligada a glébulos de gordura do leite,
dificultando sua determinagdo (HONKANEN-BUZALSKI, 1982).

Levieux e Ollier (1999) aplicando a técnica de imunodifusédo radial em agar gel em
amostras de soro lacteo de vacas recém-paridas, observaram ampla variacdo nas
concentragOes de imunoglobulina G, sendo maiores em amostras colhidas nas ordenhas do
primeiro dia ap6s o parto, do que nas amostras colhidas oito dias apds o parto. Além do
mais, 0s mencionados pesquisadores observaram, que vacas de primeira cria produziram
menor quantidade de imunoglobulinas no colostro do gque as vacas que estavam na segunda
ou quarta lactacao.

As imunoglobulinas juntamente com a lactoferrina, lactoperoxidase e lisozima

formam um importante sistema antimicrobiano da secrecédo lactea (MEHRA et al., 2006).

3.4 Eletroforese das proteinas do soro

3.4.1 Soro Sanguineo

A eletroforese da proteina de soro é considerada atualmente como o padrdo de
referéncia para o fracionamento das proteinas sericas, seu principio esta baseado no
movimento das proteinas carreadas em uma matriz de sustentacdo que separa as proteinas
em funcédo do seu peso molecular (ECKERSALL, 2008).

Segundo Fagliari e Silva (2002) as técnicas de eletroforese com fitas de acetado de
celulose ou filmes de agarose, apesar de serem amplamente utilizados na rotina clinica,
apresentam um valor limitado permitindo apenas o fracionamento de cinco a sete grupos
de proteinas. Estes autores sugerem a utilizacdo da técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), permitindo a visualizagdo
de até 20 a 30 proteinas com pesos moleculares que variam entre 24.000 a 340.000 daltons
(Da). A eletroforese em gel de poliacrilamida é uma técnica de facil execugéo, baixo custo
e permite a quantificacdo de diversas proteinas de fase aguda entre elas fibrinogénio,

ceruloplasmina, antitripsina, haptoglobina, a-1 glicoproteina &cida, dentre outras,
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necessitando de muito pouca quantidade de amostra de soro sanguineo. A técnica SDS
PAGE pode ser utilizada na andlise da cinética das fracGes protéicas durante a resposta
inflamatdria, propiciando o diagnostico das doencas animais, e prognéstico clinico
(HORADAGODA et al., 1999; FAGLIARI e SILVA, 2002; FAGLIARI et al., 2006;
ECKERSALL, 2008).

Costa et al. (2010) empregando o SDS PAGE em soro sanguineo de ovelhas
identificou e quantificou proteinas de fase aguda e as imunoglobulinas IgG e IgA em

glandulas mamarias infectadas experimentalmente com S. aureus.

3.4.2 Soro Léacteo

A eletroforese tem sido utilizada desde a década de 50 do século passado na
separacdo das fracdes protéicas do soro sanguineo e foi indicada como uma importante
técnica para o estudo das proteinas do soro lacteo. Com o avango dos estudos sobre as
proteinas do soro lacteo esta técnica tem sido utilizada, permitindo a identificacdo das
imunoglobulinas, B-lactoglobulina, a a-lactoalbumina, albumina de origem plasmatica
entre outras (SCHALM et al., 1971; FARREL et al., 2004).

A eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS) é
uma técnica importante para a separacao de proteinas do leite, pois permite a identificacdo
de varias fragdes protéicas, bem como sua quantificacdo (PATEL et al.,, 2007). A
eletroforese em gel de policrilamida pode ainda ser utilizada para caracterizar as variaces
genéticas individuais de cada fracdo proteica tais como p-lactoglobulina, a «-
lactoalbumina, albumina sérica e lactoferrina. (FARREL et al., 2004).

Hillier (1976), empregando padrdes de soro lacteo bovino, evidenciou que a técnica
de eletroforese em gel de poliacrilamida poderia ser recomendada com adequada precisao
na mensuracado das fracdes protéicas do soro lacteo.

As concentragdes das proteinas do soro lacteo teriam uma variacao considerada nos
casos de inflamacdo da glandula mamaéria, enquanto que as alteragdes na concentracéo de
proteina total do leite ndo se alterariam de forma significativa (SCHALM et al., 1971;
AUDIST et al., 1995).

Kato et al. (1989) utilizando também a técnica de eletroforese em gel de

poliacrilamida para o isolamento e identificagdo das proteinas do leite mastitico de vacas,
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destacarem a importancia desta técnica para o isolamento e identificacdo das proteinas e
enzimas do leite, contribuindo para o esclarecimento da patogenia das mastites.

Quiles et al. (1992) utilizaram a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida no
soro lacteo de cabras e evidenciaram alteraces nos valores encontrados em decorréncia
das diferentes fases de lactacéo.

Sant’ana (2004) utilizando o proteinograma do soro lacteo de bovinos identificou
aumento significativo dos teores de proteina total do leite e do soro lacteo em quartos
acometidos por mastite catarral em comparagdo com as amostras dos quartos sadios.

Rocha et al. (2009) verificando as proteinas no soro lacteo de vacas primiparas e
pluriparas, através do proteinograma do soro lacteo em SDS PAGE, observaram que 0
namero de pari¢bes influenciou significativamente os teores de IgA, albumina de origem
plasmatica, IgG, B-lactoglobulina e de a-lactoalbumina.

Raimondo et al. (2009) avaliando a influéncia da fase de lactagcdo em vacas da raga
Jersey, identificaram sete fragdes protéicas do soro lacteo, utilizando a técnica de

eletroforese em gel de poliacrilamida.
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5- ARTIGOS CIENTIFICOS
5.1- Artigo 1

PROTEINOGRAMA DO SORO SANGUINEO DE OVELHAS DA RACA SANTA INES EM DIFERENTES
ESTAGIOS DE LACTACAO?

Vania F. Lemos?’, Eduardo L. S. Guarana3, José A. B. Afonso#*, José ]. Fagliari®, Paulo C. Silva®, Pierre C.
Soares®, Carla L. Mendonga*

ABSTRACT.- Lemos V.L., Guarana E.L.S., Afonso ].A.B., Fagliari ].J,, Silva P.C., Soares P.C., Mendonga C.L.
[Blood Serum Proteinogram Of Santa Ines Sheep Breed In Different Stages Of Lactation.]
Proteinograma do soro sanguineo de ovelhas da raca Santa Inés em diferentes estagios de lactagao.
Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Clinica de Bovinos, Campus Garanhuns, Universidade
Federal Rural de Pernambuco, Av. Bom Pastor s/n, Cx. Postal 152, Mundat, Garanhuns, PE 55292-901,
Brazil. E-mail: vanialemos91@gmail.com

The phase of transistion of peripartum is probably most important, not only for metabolic diseases
that can happen during this period, but also for the survival you create of them, production and
preparation for lactation. With the use of the technique in SDS-PAGE, it was objectified in this study, to
evaluate the physiological characteristics of the dynamics of the proteinogram in Saint Ines sheep. The
ovine created in system using the same sanitary and nutritional management before/during lactation
period: approximately 10 days antepartum, 15, 30, 60 and 90 days postpartum (final period of
weaning and lactation). A number of 163 samples of blood had been collected and centrifuge 1600G
during five minutes. The determination of serum concentration of total protein was employed by
biuret using commercial kit. The separation of protein fractions was carried through using sodium
dodecil sulphate polyacrylamide gel eletrophoresis, that allowed quantification of nine protein,
including: IgA, ceruloplasmin, transferrin, albumin, IgG of heavy chain (IgG CP), haptoglobin, acid
glycoprotein, IgG of chain light (IgG CL) and PM 23.000. In proteins of blood serum was not observed
significant variation in total protein PT (P>0,3434) and IgA (P>0,2773), ceruloplasmin (P>0,0950),
transferrin (P>0,5465), albumin (P>0,01102), haptoglobin (P>0,6831), acid glycoprotein (P> 0,6646),
IGG CL (P>0,0660) and PM 23000 (P>0,6390). Significant variation was only observed at the IgG CP
(P<0,0008) and Total IgG (P<0,0020), presenting a continuous growth in lactation phases. The
physiological alterations in the daily antepartum, as well as different moments of lactation had not
influenced albumin, ceruloplasmin, transferrin, haptoglobin, a-1 acid glycoprotein, PM 23.000 Da and
the immunoglobulin (IgA) concentrations, influencing only in the imunoglobulin G (IgG) of the serum
blood in the Saint Ines sheep.

INDEX TERMS: Antipartum, ewes, phase of lactation, physiology, mammary gland, SDS PAGE.
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RESUMO.- A fase de transicdo do periparto é provavelmente a mais importante, ndo apenas pelas
doengas metabdlicas que podem advir durante este periodo, mas também pela sobrevivéncia das crias,
a produgio e o preparo para a lactagdo. Com a utilizagdo da técnica em SDS-PAGE, objetivou-se neste
estudo, avaliar as caracteristicas fisiologicas da dindmica do proteinograma de ovelhas higidas da raga
Santa Inés. Um rebanho ovino criado em sistema semi-intensivo e submetido ao mesmo manejo
higiénico-sanitdrio e nutricional foi acompanhado antes/durante o periodo de lactagdo:
aproximadamente 10 dias que precedeu ao parto, 15, 30, 60 e 90 dias p6s parto. Foram coletadas 163
amostras de sangue centrifugadas a 1600G. A determinac¢do da concentrag¢do sérica da proteina total
foi obtida pelo médoto do biureto. A separacdo das proteinas foi realizada utilizando-se eletroforese
em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE), que permitiu a quantificagao
de nove proteinas, dentre elas: IgA, ceruloplasmina, transferrina, albumina sérica, IgG de cadeia pesada
(IgG CP), haptoglobina, a glicoproteina 4cida, IgG de cadeia leve (IgG CL), IgG total ( IgG CP + IgG CL) e
PM 23.000. Nas proteinas do soro sanguineo ndo foi observado variacado significativa na proteina total
PT (P>0,3434) e nas respectivas proteinas: IgA (P>0,2773), ceruloplasmina (P>0,0950), transferrina
(P>0,5465), albumina (P>0,01102), haptoglobina (P>0,6831), a -1 GPA (P>0,6646), IGGCL (P>0,0660)
e PM23000 (P>0,6390). Variacao significativa foi observada somente na IgG CP (P<0,0008) e IgG total
(P<0,0020), apresentando um crescimento continuo durantes as fases de lactacdo. As alteragdes
fisioldgicas no pré-parto, bem como os diferentes momentos da lactacdo nio influenciaram as
concentragdes protéicas de albumina, ceruloplasmina, transferrina, haptoglobina, a-1 glicoproteina
4cida, PM 23.000 Da e imunoglobulina A (IgA), influindo apenas na concentracdo da imunoglobulina G
(IgG) do soro sanguineo de ovelhas da raga Santa Inés.

TERMOS DE INDEXACAO: Anteparto, ovelhas, fases da lactacdo, fisiologia da glandula mamaria, SDS
PAGE.

INTRODUCAO

A fase de transi¢do nas ovelhas, que compreende o periparto, é talvez a mais importante, ndo apenas
pelas doengas metabdlicas que podem advir durante este periodo, mas por toda a influéncia que exerce
sobre a sobrevivéncia das crias, a producdo e o preparo para a lactacdo. Neste periodo os animais sdo
submetidos a intensas altera¢cdes metabolicas relacionadas ao final do periodo gestacional e inicio da
producdo de leite, repercutidas em uma série de alteragdes sistémicas, que promovem aumento ou
decréscimo na concentragdo protéica sanguinea (Grummer 1995)

As proteinas sdo os componentes mais abundantes do plasma, sendo constituidas por
aminodacidos essenciais. Dentre as inimeras fun¢des, destacam-se a formagdo basica da estrutura de
células de drgdos e tecidos, a manutencao da pressdo coléido-osmotica, catalisadores de reagdes
bioquimicas e no equilibrio acido-basico, participa¢do no processo de coagulacdo sanguinea, realiza¢do
do transporte de metabdlitos e participacdo da defesa do organismo frente a patégenos (Jain 1993,
Eckersall 2008).

A concentragdo plasmatica das proteinas depende do estado nutricional, do balan¢o hidrico,
do balan¢o hormonal e outros fatores que estdo diretamente envolvidos na condi¢do de higidez do
animal. A meia vida das proteinas plasmaticas estd diretamente relacionada a espécie animal e os
estados fisiol6gicos como prenhez, paricdo e lactagdo sdo condi¢des nas quais a concentracdo pode
estar alterada (Jain 1993).

A técnica de eletroforese é considerada atualmente como o padrdo de referéncia para o
fracionamento da proteina no soro sanguineo; seu principio esta baseado no movimento das proteinas
carreadas em uma matriz de sustentagdo, que separa as proteinas em fun¢do do seu peso molecular
(PM) (Eckersall 2008). A eletroforese em gel de poliacrilamida, contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE) permite a visualizagdo de 20 a 30 proteinas com pesos moleculares que variam entre 24.000 a
340.000 daltons, dentre estas algumas proteinas de fase aguda e imunoglobulinas (Fagliari & Silva
2002).

A sintese das proteinas de fase aguda é estabelecida geneticamente, o que explica a
variabilidade entre as espécies e individuos, que é refletida no perfil eletroforético das proteinas em
situacdo fisiolégica (Eckersall et al. 2008). A interpretacdo da magnitude e duragdo da resposta de fase
aguda refletindo a gravidade de um processo infeccioso pode atuar como ferramenta de progndstico,
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fornecendo informacgoes objetivas sobre a extensdo das lesdes em curso, clinicas ou subclinicas,
individualmente ou no rebanho, atuando como marcadores objetivos e nio-especificos da sadde
animal (Petersen et al. 2004, Braun et al. 2010), particularmente no periodo de transicio em que a
imunodepressio pode estar presente predispondo o aparecimento de processos infecciosos, inclusive
a mastite (Mallard et al. 1998).

Diante do exposto e da inexisténcia na literatura de informagdes relacionadas ao perfil
eletroforético em SDS-PAGE na espécie ovina no pré e pds parto, bem como no periodo de lactagao,
este estudo teve por objetivo descrever informagdes sobre a dindmica do proteinograma de ovelhas
higidas da raga Santa Inés no periodo final da gestacdo e nos diferentes estagios da lactacdo,
conhecendo assim quais proteinas de fase aguda estio presentes neste periodo de transi¢io e qual sua
concentragdo no soro sanguineo.

MATERIAL E METODOS

Foi acompanhado um rebanho comercial de ovelhas da raca Santa Inés, criadas em sistema semi-
intensivo, submetidas ao mesmo manejo higiénico, sanitario e nutricional, avaliadas dez dias antes do
parto e posteriormente em diferentes estagios da lactacdo 15, 30, 60 e 90 dias pds parto (dpp), sendo
este ultimo o momento que ocorre o desmame na regido.

0 acompanhamento das ovelhas nos cinco momentos de avaliacdo resultou no processamento
de 163 amostras de soro de ovelhas saudaveis (Diffay et al. 2005), obtidas mediante pungio da veia
jugular em sistema a vacuo em tubos siliconizados sem anticoagulante’, centrifugadas® a 1600 G
durante cinco minutos para obtencdo do soro sanguineo. As amostras foram fracionadas e
armazenadas em tubos tipo eppendorf previamente identificados e mantidos em ultrafreezer? a -80°C,
para posterior analise laboratorial.

A determinacdo da concentragdo sérica da proteina total foi realizada pelo método do biureto
empregando-se reagente comerciall?. A separac¢ido das fracoes protéicas foi realizada por eletroforese
em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), conforme técnica descrita por
Laemmli (1970) e Fagliari & Silva (2002). Para a identificacdo das fragdes protéicas foi empregada
como referéncia solucdo marcadoral! com pesos moleculares variando de 6.500 a 200.000 Daltons
(Da), além das proteinas purificadas albumina, imunoglobulina IgG, haptoglobina, ai-antitripsina e
transferrina. Apds o fracionamento o gel foi corado durante dez minutos em solucdo de azul de
coomassie, constituida de metanol (50%), agua (40%), acido acético glacial (9,75%) e azul de
coomassie (0,25%). Em seguida foi colocado em solugdo de acido acético a 7% para retirada do excesso
de corante, até que as fragdes protéicas se apresentassem nitidas. A determinagido das concentragdes
protéicas foi obtida por meio de densitdmetro computadorizadol2.

Os dados foram previamente avaliados quanto a sua normalidade e, posteriormente, analise de
variancia (ANOVA), utilizando-se o procedimento GLM do SAS!3. As médias foram comparadas pela
diferenca minima significativa (d.m.s.) do teste de Student Newman Keuls (SNK) ao nivel de
significancia de 5%. Do conjunto de proteinas identificadas no soro sanguineo, a ceruloplasmina,
haptoglobina e a 1-glicoproteina acida ndo apresentaram normalidade e foram submetidas a
transformacdo logaritmica. Os dados foram expressos em média e desvios padrdo, analise de regressido
das fragdes protéicas, que apresentaram significancia no teste F da ANOVA, foi realizada em fung¢do dos
diferentes momentos de avaliacdo, adotando o nivel de 5% de significancia. A andlise de correlacdo de
Pearson de pares de variaveis das fracdes protéicas foi realizada adotando o nivel de 5% de
significancia, sendo considerada alta quando r > 0,60; média quando r > 0,30 e < 0,60; e baixa quando r
< 0,30 (Little & Hill 1978).

’ Vacutainer, Bencton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA.

® Centrifuga Fanem Ltda Baby I, Mod. 206, Av. General Ataliba Leonel, 1790, S&o Paulo, SP, Brasil.

° Ultralow freezer NuAire Inc., 2100 Fernbrook Lane N. Plymouth, MN 55447, USA.

1% proteina Total, Labtest Diagnéstica S.A., Av. Paulo Ferreira da Costa 600, Lagoa Santa, 33400-000, Minas
Gerais, MG, Brasil.

! Sigma-Aldrich Corporation 3050 Spruce Street. St. Louis MO 63103, Missouri, USA.

12 Shimadzu CS 9301, 1 Nishinokyo-Kuwabara-cho,Nakagyo-Ku,Kyoto 604-8511, Japan.

13 SAS Institute, Statistical Analysis Systems Institute, Inc. Cary, 2000.
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O trabalho obteve parecer favoravel da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), da
Universidade Federal Rural de Pernambuco licenga n. 017/2010 (6029/2010 D08) CEPE/UFRPE, de
acordo com as normas sugeridas pelo COBEA e pelo National Institute of Health Guide for Care and Use
of Laboratory Animals.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras permitiram a identificacdo de 24 a 30 proteinas, cujos pesos moleculares (PM) variaram
de 15.000 a 277.000 Da. Os valores observados sdo demonstrados no Quadro 1.

Foram consideradas de interesse clinico e submetidas a protocolo estatistico, as seguintes
proteinas: albumina, ceruloplasmina, transferrina, haptoglobina, a -1 glicoproteina acida (GPA), PM
23.000 Da (proteina ainda nao identificada nominalmente) e as imunoglobulinas IgA, IgG de cadeia
pesada (IgG CP) IgG de cadeia leve (IgG CL) e IgG total ( IgG CP + IgG CL), sendo que na avaliacdo clinica
realizada nos momentos de observacao, no qual era realizada a colheita do material, todas as ovelhas
estudadas apresentaram-se saudaveis e com boa condi¢io corporal.

Proteina total e Albumina. Apesar de nio ser constatada diferenca entre os momentos de observagio
(P>0,3434), verificou-se que do momento que antecedeu ao parto até os 15/30 primeiros dias da
lactacdo discreto decréscimo na concentracdo da proteina total, para posteriormente elevar-se
gradativamente até a fase de desmame (90 dias), em que foi verificada concentragdo sérica média de
7,38 g/dL (Quadro 1 e Fig.1), ndo caracterizando um quadro de hipoproteinemia (Jain 1993). Assim
como a proteina total, a concentracdo média da albumina nio sofreu efeito do tempo pds parto
(P>0,112), apresentando valores médios de 3763,25 mg/dL (Quadro 1), no entanto, observa-se que do
momento que antecede ao parto, até os primeiros dois meses de lactacdo ténue diminuicdo na
concentragdo desta variavel, apresentando aumento no ultimo momento de avaliacdo (periodo de
secagem) (Fig.1). Identificou-se alta relacdo positiva (r = 0,60) entre estas proteinas no soro sanguineo
das ovelhas no periparto, ratificando ser a albumina a principal proteina encontrada no soro
sanguineo, constituindo de 35% a 50% do total das proteinas séricas (Eckersall 2008). Os valores
médios da concentracdo de albumina foram pouco inferiores aos relatados por Costa et al. (2010) e
Didgenes et al. (2010), ambos trabalhando com ovelhas sadias e superiores aos citados por Eckersall
(2008) em vacas. Resultados semelhantes aos observados neste estudo foram relatados por Pechova et
al. (2002) em vacas de leite, no que diz respeito a uniformidade na concentragido da albumina sérica no
periodo antes e apds o parto, mantendo-se nos padrdes fisioldgicos para a espécie estudada.

Ceruloplasmina - Nao foi verificada diferenca significativa nos valores obtidos de ceruloplasmina
entre os momentos de observacao (P> 0,0950), e os valores de concentracdo média foram de 63,45
mg/dL (Quadro 1, Fig.2), ndo caracterizando processo inflamatério, inclusive no periodo que antecede
ao parto até os primeiros 15 dias de lactagdo. Em vacas foi relatado neste periodo elevacao de algumas
proteinas de fase aguda, como conseqiiéncia do parto (Uchida et al. 1993, Kovac et al. 2009). A
utilizagcdo da ceruloplasmina como biomarcador diagndstico permanece menos comum que as outras
proteinas de fase aguda, no entanto, tem sido demonstrado que esta proteina é um bom indicador de
infeccdo em bovinos e ovinos (Pfeffer & Rogers 1989, Segelmark et al. 1997, Costa et al. 2010, Simplicio
2011). Matos (2005), estudando proteinas de fase aguda em ovelhas da ra¢a Santa Inés, verificou
concentragdes de ceruloplasmina, inferiores aos deste estudo, de 27,18 mg/dL, 35,00 mg/dL e 28,43
mg/dl, respectivamente, nos momentos pré parto, meio e final de lactacdo, empregando a metodologia
da atividade oxidasica; por outro lado Simplicio (2011) utilizando SDS PAGE verificou valores
inferiores aos deste estudo em ovinos sadios, que variaram de 10,8 a 16,1 mg/dL.

Haptoglobina - Foi observada pequena elevacdo (Quadro 1) ndo significativa (P>0,6831) da
haptoglobina no periodo entre a fase final do parto e aos quinze primeiros dias da lactacao,
decrescendo gradativamente durante a lactagdo (Fig.2). Resultados semelhantes, nos quais ndo
observou-se variagdo nesta proteina no periparto foram também relatados por Saini et al (1998) e
Nazifi et al. (2008) em vacas e por Saut et al. (2009) em cabras. A elevagdo da concentragdo neste
periodo poderia ser justificada como decorrente do momento do parto, com o posterior decréscimo,
conforme relatado por Téthova et al. (2008), que atribuiu o aumento em vacas saudaveis a condi¢cdo de
estresse. Os valores médios de haptoglobina encontrados neste estudo de 8,98 mg/dL foram inferiores
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aos relatados por Costa et al. (2010) 12,40 mg/dL e Simplicio (2011) 27,0 mg/dL, bem como inferiores
a concentracdo de 20 mg/dL, citada por Skinner & Roberts (1994), como limiar minimo para
caracterizar a possibilidade de infeccdo ou inflamacgio, ja que esta é uma das principais proteinas de
fase aguda empregada como marcador inflamatério em ovinos (Skinner 2001, Costa et al. 2010).

Transferrina - Nao foi observada diferen¢a (P>0,5465) na concentracdo da transferina do parto e ao
longo da lactagdo, onde a concentragdo média verificada foi de 449,07 mg/dL (Quadro 1, Fig.3). Tal
perfil é andlogo ao encontrado por Costa et al. (2010), que relataram valores de 427,80 mg/dL e
superiores aos encontrados por Simplicio (2011) de 256+21,9 mg/dL, ambos empregando a espécie
ovina. Em ruminantes esta proteina é considerada de fase aguda negativa (Jain 1993), estando
envolvida na imunidade inespecifica, ja que transporta ions férricos, que poderiam servir de substrato
para o crescimento bacteriano, auxiliando a defesa do organismo contra agentes infecciosos (Murata et
al. 2004), situacdo esta ndo evidenciada neste estudo, ja que os animais apresentavam-se saudaveis.

Glicoproteina dcida - A concentragdo da o-1 glicoproteina acida (GPA) manteve-se praticamente
estavel desde o momento que antecedeu o parto até os 60 dias pos parto, quando apresentou ligeiro
aumento ndo significativo (P>0,6646), apresentando valores médios de 7,91 mg/dL (Quadro 1, Fig.3),
corroborando os valores encontrados por Simplicio (2011), relatou concentrag¢des variando entre 8,3 a
10,1 mg/dL em soro de ovinos sadios. Diferentemente do observado neste estudo na espécie ovina,
Saut et al. (2009) relata um aumento da concentra¢ido desta proteina durante o puerpério fisiolégico de
cabras, assim como Sheldon et al. (2001) em vacas. A a-1-glicoproteina acida é uma importante
proteina de fase aguda na clinica de ovinos, sendo utilizada no monitoramento de processos
inflamatoérios e infecgbes em geral (Eckersall et al. 2001).

PM 23000 Da - Nao foi verificada diferenca estatistica (P>0,6390) nos valores médios da proteina nao
identificada nominalmente, cujo peso molecular era de 23.000 Da, que praticamente se manteve
constante ao longo dos momentos de observagdo, apresentando valores médios de 201,24 mg/dL
(Quadro 1). Esta proteina também foi relatada nos trabalhos de Rocha (2009) na espécie bovina, que
salientaram a elevacdo nos teores desta proteina apdés a ingestdo do colostro, aumentando
gradativamente até os 30 dias de vida.

Imunoglobulinas

IgA - Nao foi verificada alteracdo significativa (P>0,2773) na concentracdo sérica de IgA nos
momentos de avaliacdo, onde esta classe de imunoglobulina apresentou valor médio de 41,80 mg/dL
(Quadro 1), corroborando os valores citados por Tizard (2002) entre 10 a 50 mg/dL como de
referéncia para IgA em ovinos. Apesar de ndo significativo estatisticamente, observa-se discreto
decréscimo do momento que antecedeu ao parto até os 15 dias da lactacao e posteriormente na fase de
desmame (Fig.4). Esta variacdo esta provavelmente relacionada a demanda de imunoglobulinas para a
glandula mamaria, elevando seus niveis na fase intermediaria da lactagdo (maior producdo de leite
pela ovelha) momento em que esta classe de imunoglobulinas propicia a protecdo das superficies
corpdreas dentre elas a glandula mamadria contra na invasdo de agentes infecciosos, prevenindo a
aderéncia bacteriana (Jain 1993).

IgG total, IgG de cadeia leve (IgG CL) e IgG de cadeia pesada (IgG CP) - Os valores médios de IgG CL
apresentaram aumento continuo, apesar de nao significativo (P>0,0660) a partir do primeiro més de
lactagdo (30DPP) até a fase de desmame aos 90 dias, com valor médio de 791,59 mg/dL (Quadro 1,
Fig.5). Quanto a IgG de cadeia pesada, ressalta-se ser esta a iinica proteina de interesse identificada no
tracado eletroforético em que foi observada diferenca (P<0,0008) entre os momentos de observagao
onde as menores concentragdes de 1.383,01 mg/dL e 1395,40 mg/dL foram verificadas no 102 e 15°
dias de lactagdo, respectivamente. Posteriormente observa-se a elevacao da concentracao (P<0,0008)
desta classe de imunoglobulina ao longo da lactacdo (Quadro 1, Fig.5). Observou-se, ainda, alta
correlacdo da proteina total do soro sanguineo com a IgG CL (r = 0,61), bem como da proteina total
com a IgG CP (r=0,60) (P<0,0001).

Considerando os resultados da IgG total, resultante da associacdo da IgG CL e IgG CP,
observou-se um comportamento analogo a IgG CP, apresentando concentra¢des mais baixas na fase
inicial da lactagdo, se elevando (P<0,0020) a partir do 302 dia da lactacdo, com valores superiores a
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2.500 mg/dL nos dois ultimos estagios da lactacdo (Quadro 1, Fig.5). O crescimento linear e continuo
de IgG CP e IgG total ao longo da lactacdo, pdde ser ratificado pelo alto coeficiente de determinagio
(R?) de 0,84 e 0,88, respectivamente (Fig.6).

As concentragdes mais baixas da imunoglobulina G nos ultimos 10 dias de gestacdo, bem como
nos primeiros 15 e 30 dias de lactagdo podem ser justificados pela migracdo desta classe de
imunoglobulina para a glandula mamaria da ovelha no momento que precede o parto para a formagao
do colostro e posteriormente, em concentragdes bem menores, para o leite. Essa variacdo também foi
relatado por Ciupercescu (1977) ao avaliar a dindmica das imunoglobulinas séricas (IgG1 e IgG2) em
ovelhas durante a gestacdo e a lactacdo, empregando a técnica de imunodifusdo radial, onde
observaram o declinio, particularmente de IgG1l ja nos momentos que anteciparam o parto, que se
mantiveram baixas pelos dois primeiros meses de lactagdo, ndo se recuperando completamente nos
quatro meses de acompanhamento.

A correlagdo positiva das concentragdes séricas da proteina total com a imunoglobulina IgG
também foi verificada por Téthova et al. (2008) em vacas de leite, que atribuiu este comportamento
como sendo decorrente ndo s6 da transferéncia das imunoglobulinas para a glandula mamaria, como
também da albumina, conforme também observado neste estudo com esta dltima variavel.

CONCLUSAO

As concentragdes séricas de IgG no soro sanguineo de ovelhas da raca Santa Inés, sdo mais elevadas no
final da lactagdo. As demais proteinas albumina, ceruloplasmina, transferrina, haptoglobina, a-1
glicoproteina acida, PM 23.000 Da e imunoglobulina A (IgA) ndo sdo influenciadas pelo parto nem pelo
periodo de lactagio.
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LEGENDA DE FIGURAS

Fig. 1. Valores médios da concentragido da proteina total (g/dL) e da albumina (mg/dL) obtidos por
SDS-PAGE em ovelhas Santa Inés no momento antes do parto (AP) e apo6s o parto (PP) em
diferentes estagios de lactacdo.

Fig. 2. Valores médios da concentracdo da haptoglobina (mg/dL) e da ceruloplasmina (mg/dL) obtidos
por SDS-PAGE em ovelhas Santa Inés no momento antes do parto (AP) e apo6s o parto (PP) em
diferentes estagios de lactacdo.

Fig. 3. Valores médios da concentragdo da alfa 1 glicoproteina 4cida (mg/dL) e da transferrina (mg/dL)
obtidos por SDS-PAGE em ovelhas Santa Inés no momento antes do parto (AP) e apds o parto (PP)
em diferentes fases de lactacao.

Fig. 4. Valores médios da concentracdo da imunoglobulina A (IgA) (mg/dL) obtidos por SDS-PAGE em
ovelhas Santa Inés no momento antes do parto (AP) e ap6s o parto (PP) em diferentes fases de
lactagao.

Fig. 5. Valores médios da concentracdo da imunoglobulina G (IgG) de cadeia pesada (IgG CP) (mg/dL) e
IgG de cadeia leve (IgG CL) (mg/dL) obtidos por SDS-PAGE em ovelhas Santa Inés no momento
antes do parto (AP) e apds o parto (PP) em diferentes fases de lactacdo.

Fig. 6. Coeficiente de determinacdo (R2) e equagbes de regressdo da concentracdo da IgG de cadeia
pesada (IgG CP) (mg/dL) e IgG total (mg/dL) obtidos por SDS-PAGE em ovelhas Santa Inés ao
longo dos momentos de avaliagao.
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Quadro 1. Valores médios, desvios-padrido, média geral e niveis de significancia das concentracgdes das
proteinas sanguineas obtidas por SDS-PAGE de ovelhas Santa Inés no momento antes do parto e em

diferentes fases da lactagio.

p ; Antes do Parto(AP) FASES DA LACTACAQ
mg/dL) 10 dias ap 15 dias pp 30 dias pp 60 dias pp 90 dias pp Média Geral+  Pr>F
(mg/dL) Desvio Padrio
ProteinaTotal 7,57+0,80 7,38+0,74 0,3434
(9/dL) 7,38+0,73 7,25+0,70 7,24+0,85 7,47+0,60
Albumina 3971,6+445,87 3797,4+542,82 3687,2+706,50 3594,6+608,55 3756,1¢621,02  3763,25+596,29 0,1102
Ceruloplasmina 59,75+40,00 52,85+32,53 61,82+35,03 75,19+37,85 67,61+44,09 63,45+38,26  0,0950
Transferrina 469,15+89,85 452,98+99,21 435,39+87,35 446,64+79,48 437,20+91,68 449,07¢89,19  0,5465
Haptoglobina 8,95+7,23 9,99+9,96 9,09+9,18 9,07+9,87 7,76£8,15 8,98+8,88 0,6831
GPA 7,67+4,85 7,84+4,98 7,77+5,05 7,435,16 9,02+8,15 7,91+5,66 0,6646
PM 23000 193,27+37,10 193,71+40,70 203,06+41,06 204,85+36,86 206,08+65,79 201,24+42,10  0,6390
IgA 40,28+34,23 37,03+21,84 47,52+30,69 46,82+31,54 34,37+22,83 41,80£29,18  0,2773
IgGCP 1383,01+304,818  1395,40+285,198  1457,01+280,938  1646,08+352,854 1610,85+382,724 1494,92+326,28 0,0008
IgG CL 724,22+183,90 749,95+198,74 759,38+211,08 856,20+214,34 831,19+270,26  791,59+221,10  0,0660
1gG Total 2107,23+472,458  214535+469,208 2216,37+473,26AB  2502,28+549,244 2481,73+57551A 2286,50+529,36 0,0020
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5.2 Artigo 2

PROTEINOGRAMA DO SORO LACTEO DE OVELHAS DA RACA SANTA INES EM DIFERENTES FASES
DE LACTACAOQ14

Vania F. Lemos!5", Eduardo L. S. Guarana?é, José A. B. Afonso 17, José ]. Fagliari!8, Paulo C. Silval8, Pierre
C. Soares??, Carla L. Mendongal?

ABSTRACT.- Lemos V.L., Guarana E.L.S., Afonso ].A.B., Fagliari ].J., Silva P.C,, Soares P.C., Mendonga C.L.
[Proteinogram the whey protein of Santa Ines sheep breed in different stages of lactation]
Proteinograma do soro lacteo de ovelhas da raga Santa Inés em diferentes fases de lactacdo. Pesquisa
Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Clinica de Bovinos, Campus Garanhuns, Universidade Federal Rural
de Pernambuco, Av. Bom Pastor s/n, Cx. Postal 152, Mundad, Garanhuns, PE 55292-901, Brazil. E-mail:
vanialemos91@gmail.com

This work aimed evaluate influence of lactation phases on proteinogram of whey protein Santa Inés
sheep. Sheep were accompanied in a semi-intensive system using the same sanitary and nutritional
management evaluated at 15, 30, 60 and 90 days postpartum (end of weaning and lactation). Clinical
examination of the mammary gland was carried out through and bacteriological culture. The screening
of the material resulted in 44 milk samples of healthy glands concurrent negative by CMT and
bacteriological culture exam. For obtaining the whey protein Renin solution was used. The whey was
fractionated into aliquots and kept in the -80C freezer to later separation of protein fractions. For
determination of total protein of whey protein was employed the biuret, observing the linearity of the
test. Separation of protein fractions was performed, using polyacrylamide gel containing sodium
dodecyl sulfate (SDS-PAGE). Eigth protein were observed including lactoferrin, serum albumin, IgA,
IgG (heavy chain IgG (IgG CP), light chain IgG (IgG CL), B-lactoglobulin, a-lactalbumin and proteins
identified as PM 15000 and PM 29000. No significant difference was observed at different stages of
lactation in the following protein: IgA (P < 0.3895), lactoferrin (P > 0.1611), PM 29000 (P > 0.4879), -
lactalbumin (P > 0.0799) and PM15000 (P > 0.4494). In total protein (P < 0.0022), albumin protein (P
< 0.0377) and IgG (P<0.0354) it was observed a significant variation in the first moments of
observations, in the -lactoglobulin protein (P < 0.0005) there was significant variation with reduction
of 15 to 30 days postpartum with progressive elevation until the last stage of lactation (90 days
postpartum). The SDS-PAGE technique allowed the quantification of eigth whey proteins in health
sheep. The protein fractions identified reflect the profile of whey to ovine species, with influence of
stages of lactation in albumin, IgG and 3-lactoglobulin.

INDEX TERMS: Post partum, lactation, small ruminants, milk, SDS-PAGE.
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RESUMO.- No presente estudo objetivou-se avaliar a influéncia das fases de lactagdo sobre o
proteinograma do soro lacteo de ovelhas da raga Santa Inés. Foram acompanhadas ovelhas em sistema
de criagdo semi-intensivo com o mesmo manejo higiénico, sanitario e nutricional avaliadas aos 15, 30,
60 e 90 dias apds o parto (final da lactagdo e desmame). Procedeu-se ao exame clinico da glandula
mamaria e triagem e cultivo bacterioldgico. A triagem do material resultou em 44 amostras de leite de
glandulas sadias baseadas no exame negativo simultaneo do CMT e do bacterioldgico. Para a obtengao
do soro lacteo utilizou-se solucdo de renina. O soro lacteo foi fracionado em aliquotas e mantido em
freezer a -80°C para posterior separa¢do das fragdes protéicas. Para determinacdo da proteina total do
soro lacteo empregou-se o biureto. A separacdo das fra¢des protéicas foi realizada utilizando-se
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sé6dio (SDS-PAGE). Foram
observadas oito proteinas entre elas lactoferrina, albumina sérica, IgA, 1gG ( IgG de cadeia pesada - IgG
CP e IgG de cadeia leve - IgG CL), B-lactoglobulina, a-lactoalbumina e as proteinas identificadas como
PM 15.000 Da e PM 29.000 Da. Nao foi observada diferenga significativa nas diferentes fases de
lactacdo nas seguintes proteinas: IgA (P>0,3895), lactoferrina (P>0,1611), PM 29000 (P>0,4879), a-
lactoalbumina (P>0,0799) e PM 15000 (P>0,4494). Na proteina total (P<0,0022) e nas proteinas
albumina (P<0,0377), IgG (P<0,0354) verificou-se variacdo significativa nos primeiros momentos de
observagido, na proteina [ - lactoglobulina (P<0,0005) verificou-se variacdo significativa com
diminuicdo dos 15 até 30 dias pds parto com elevacdo progressiva até a ultima fase de lactacdo (90
dias pés parto). A técnica de SDS-PAGE permitiu a quantificacdo de oito proteinas no soro lacteo de
ovelhas sadias. As proteinas identificadas refletem o perfil do soro lacteo para a espécie ovina, havendo
influéncia das fases da lactagdo na concentracdo albumina, IgG e B-lactoglobulina.

TERMOS DE INDEXACAO: pés parto, lactacdo, pequenos ruminantes, leite, SDS-PAGE.
INTRODUCAO

As proteinas do leite, na sua grande maioria, sdo sintetizadas na prépria glandula mamaria, pelas
células secretoras alveolares ou tem origem plasmatica. A caseina responde por mais de 80% da
constituicdo das proteinas totais do leite e a proporgio relativa das proteinas do soro lacteo frente a
caseina variam segundo o estagio de lactacdo. Geralmente o leite produzido nos primeiros dias depois
do parto e no final da lactacdo tem um conteido de proteinas do soro superior ao leite da fase
intermedidria da lactacdo. Este incremento estd acompanhado de niveis elevados de proteinas
oriundas do soro sanguineo (Varnam & Sutherland 1995).

A exata composicdo das proteinas lacteas varia entre as espécies animais, sendo que a maioria
(B0% a 95%) é sintetizada nas células epiteliais da glandula mamaria incluindo a caseina, a-
lactoalbumina, 3-lactoglobulina e lactoferrina, enquanto que as imunoglobulinas e a albumina sérica
sdo proteinas derivadas do sangue e incorporadas as células epiteliais da glandula mamaria (Burgoyne
& Duncan, 1998). Geralmente durante as fases de lactacdo, os principais componentes do leite de
ovelha variam seguindo uma curva inversa a da producdo de leite, as concentra¢des de gordura,
solidos totais (caseina e proteinas do soro lacteo) se elevam no inicio e final da lactagio e se encontram
em baixos niveis no meio da lacta¢do, quando a producgido de leite é maxima (Bencini 2001, Velasco et
al. 2001).

A concentracao das proteinas e peptideos presentes no leite pode ser influenciada por varios
fatores, dentre os quais a raga, o estado de saude, as fases da lactagdo, o sistema de alimentacdo, bem
como o sistema e frequéncia de ordenha (Gopal & Gill, 2000).

Na secrecdo lactea da ovelha e da cabra, as principais proteinas presentes no leite sdo
similares aquelas encontradas no leite da vaca. A caracterizagdo das proteinas ocorre em duas fases
distintas, uma na fase micelar composta pela caseina, a outra nas proteinas do soro lacteo (a-
lactoalbumina, -lactoglobulinas, imunoglobulinas e albumina sérica (Borkova & Snaselova 2005, Park
etal. 2007).

0 periodo apds o parto é caracterizado por mudangas significativas na glandula mamaria,
entre as quais a produgdo do colostro, que apresenta composicdo diferente da secrecio lactea obtida
quando o animal estd em plena lactacdo; esta situacdo ocorre como decorréncia de alteracdes na
concentragdo das proteinas do sangue para o colostro e do colostro ao leite durante o pds parto (
Schalm et al. 197, Levieux & Ollier 1999).
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A eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) é uma
técnica também empregada na separacdo das proteinas do leite, permitindo a identificagdo de varias
fracdes protéicas, bem como sua quantificagio, propiciando a visualizagdo de 20 a 30 proteinas com
pesos moleculares que variam entre 24.000 a 340.000 daltons (Da) (Fagliari & Silva 2002, Patel et al.
2007).

A caracterizacgdo, tanto sob o ponto de vista qualitativo, como quantitativo das proteinas do
soro lacteo, estd documentada na vaca (Sant’ana 2004, Raimondo et al. 2009, Rocha et al. 2009) e na
cabra (Raimondo et al. 2011), no entanto em ovelhas a literatura é bastante escassa, particularmente
se tratando do acompanhamento em diferentes estagios da lactagio.

Diante do exposto, este estudo tem por objetivo avaliar a influéncia das fases de lactagdo sobre
o proteinograma do soro lacteo de ovelhas da raca Santa Inés higidas.

MATERIAL E METODOS

Inicialmente foram avaliadas ovelhas da raca Santa Inés, oriundas de rebanho comercial da regido,
criadas em sistema de manejo semi-intensivo sob as mesmas condi¢des higiénicas, sanitarias e
nutricionais, acompanhadas em diferentes fases de lactagdo (15 dias, 30 dias, 60 dias e 90 dias apds o
parto, periodo em que era estabelecido o desmame na regido).

0 exame clinico dos animais e das respectivas glandulas mamarias foi realizado em todos os
momentos experimentais e seguiu as recomendacdes de Diffay et al. (2005). Os resultados do
California Mastitis Test (CMT) foram interpretados de acordo com Shalm et al. (1971).

As ovelhas selecionadas para este estudo (n = 11) e as respectivas glandulas acompanhadas ao
longo das fases de lactacdo (n = 44), foram triadas apés resultado simultidneo negativo no CMT e no
cultivo bacterioldgico do leite, bem como no exame clinico das glandulas, caracterizando a higidez da
glandula mamaria.

Inicialmente foram colhidos dez mL de leite para realizacio do proteinograma e
posteriormente, apés rigorosa antissepsia do éstio do teto com alcool a 70%, aproximadamente trés
mL de leite em tubos esterilizados para realizacdo do exame bacterioldgico.

As amostras foram acondicionadas sob refrigeracdo, em caixa de material isotérmico e
transportadas ao laboratério para processamento. O cultivo bacterioldgico foi realizado seguindo as
recomendacdes do National Mastitis Council (1990) e a caracterizagdo bioquimica de acordo com
Quinn et al. (1994).

As amostras de leite empregadas no perfil eletroforético foram estocadas e mantidas em
ultrafreezer2? a -80°C.

Para a realizacdo do proteinograma obteve-se inicialmente o soro lacteo empregando-se a
técnica descrita por Schalm et al. (1971) adotando-se algumas adaptacdes em decorréncia da menor
quantidade de leite produzido pela ovelha, quando comparado a vaca, conforme descrito a seguir.
Inicialmente, as amostras de leite apds o descongelamento em banho-maria a 37°C foram
homogeneizadas em vortex?!; para cada 1.000 pL de leite foram adicionados 75 pL de solucdo de
renina?? mantidos em banho maria a 37°C por aproximadamente 20 minutos e centrifugadas a
21.000G durante dez minutos em centrifuga refrigerada?3.

Posteriormente a fragdo intermediaria, resultante da solugao trifasica, correspondente ao soro
lacteo, foi fracionada em tubos tipo eppendorf e mantidas em ultrafreezer!® a -809C para posterior
separacdo das fragdes protéicas. A determinacdo da proteina total do soro lacteo foi realizada
empregando-se reagente comercial?4, observando-se a linearidade do teste para este espécime clinico.

A separagdo das proteinas lacteas foi realizada utilizando-se a técnica de eletroforese em gel
de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), conforme descrito por Laemmli
(1970) e Fagliari & Silva (2002). Para a identificagdo das proteinas do soro lacteo foi empregada como

20 Ultralow freezer NuAire Inc., 2100 Fernbrook Lane N. Plymouth, MN 55447, USA.

2! Quimis Aparelhos Cientificos Ltda. Rua Gema 278, Diadema, S&o Paulo.

22 Coalho Estrella®, Chr. Hansen Brasil Ind. e Com. LTDA, Valinhos, S&o Paulo, Brasil.

2 Mikro 200R Hettich-Zentrifugern,Fohrenstr.12 D 78532 Tuttlingen, Germany.

% proteina Total, Labtest Diagnéstica S.A., Av. Paulo Ferreira da Costa 600, Lagoa Santa, 33400-000, Minas
Gerais, MG, Brasil.
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referéncia solucdo marcadora2s com diversos pesos moleculares (6.500 — 200.000 Da) e as proteinas
purificadas lactoferrina, f-lactoglobulina e a a-lactoalbumina bovinas. A determinacdo das
concentragdes protéicas foi obtida por meio de densitometro computadorizado?6. Em fungido do
protocolo utilizado, a imunoglobulina G (IgG) foi separada em duas cadeias, cadeia leve (IgG CL) e
cadeia pesada (IgG CP), decorrentes do uso do 2-mercaptoetanol na solu¢do tampdo, empregada na
preparagdo das amostras para a corrida eletroforética em gel poliacrilamida contendo dodecil sulfato
de s6dio (SDS-PAGE).

Os resultados, que ndo atenderam as premissas de normalidade foram submetidos a
transformacio logaritmica de base dez e posteriormente a analise de varidncia (ANOVA), utilizando-se
o procedimento GLM do SAS?’. As médias foram comparadas pela diferenca minima significativa
(d.m.s.) do teste de Student Newman Keuls (SNK) ao nivel de significancia de 5%.

As concentragdes das imunoglobulinas IgA e IgG CL, bem como as proteinas de PM 15.000 Da e
PM 29.000 Da ndo apresentaram distribuicdo normal, no entanto os resultados foram expressos em
médias e desvios-padrdo. A andlise de regressdo das proteinas identificadas no soro lacteo, que
tiveram significancia no teste F da ANOVA foi realizada em fun¢do dos momentos de avaliagdo
correspondendo as fases de lactagdo, adotando o nivel de 5% de significancia. A analise de correlagio
de Pearson foi realizada adotando o nivel de 5% de significincia, sendo considerada alta quando r >
0,60; média quando r > 0,30 e < 0,60; e baixa quando r < 0,30 (Little & Hill 1978).

O trabalho obteve parecer favoravel da Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA), da
Universidade Federal Rural de Pernambuco com a licengan. 017/2010 (6029/2010 D08) CEPE/UFRPE
de acordo com as normas do COBEA e National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory
Animals.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O fracionamento eletroforético do soro lacteo de glandulas mamarias sadias em diferentes fases de
lactagdo, permitiu a observacdo de 11 a 22 proteinas com pesos moleculares variando entre 11.000 a
251.000 Da, propiciando a identificacdo/quantificacdo de oito proteinas de interesse, submetidas a
analise estatistica, entre elas: IgA, lactoferrina, albumina, IgG (IgG de cadeia pesada - IgG CP e IgG de
cadeia leve - IgG CL), PM 29.000 Da, -lactoglobulina, PM 15.000 Da e a-lactoalbumina (Quadro 1).

A técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida se revelou bastante satisfatéria na
identificacdo e quantificagdo das proteinas presentes no soro lacteo das ovelhas, permitindo a detec¢do
de concentragdes minimas proteicas, assim como realizado anteriormente na vaca (Sant’ana 2004;
Raimondo et al. 2009, Rocha et al. 2009) e na cabra (Raimondo et al. 2011).

Proteina total (PT) - No que diz respeito a concentragio da proteina total do soro lacteo, foi observada
diferenca (P<0,0022) entre os estagios da lactacao. As maiores concentragdes foram verificadas na fase
inicial (1,91 g/dL) e final da lactacdo (1,91g/dL), apresentandoos menores valores aos 30 dias da
lactacdo (1,64 g/dL) (Quadro 1, Fig.1). As maiores concentra¢des de proteina total nas fases inicial e
final da lactagdo corroboram os achados de Bencini et al. (2001) e Velasco et al. (2001), que
observaram variagdo na concentragdo dos principais componentes do leite de ovelhas, que
apresentaram um perfil inverso ao da producao de leite (inicio e final da lacta¢dao). Resultados
semelhantes foram relatados em vacas por Auldist et al. (1995) que encontraram aumento das
concentragdes de proteina total do soro lacteo no inicio e no terco final da lactacdo, assim como na fase
inicial aos citados por Sant’ana (2004) e Raimondo et al. (2009). Valores superiores de proteina total
no soro lacteo de ovelhas foram relatados por Cozma (2,33 g/dL), independente da fase de lactagao,
provavelmente por empregarem outra metodologia de determinacao.

Albumina sérica - As maiores concentragdes de albumina foram observadas na fase inicial da
lactacdo 140,41 mg/dL, diminuindo significativamente (P<0,0377) até o 302 dia e permanecendo
estavel até a fase final (90 dias pds parto), quando apresentou discreto aumento (Quadro 1, Fig.1).

%> Sigma- Aldrich Corporation 3050 Spruce Streer, St. Louis MO 63103, Missouri, USA.
%6 Shimadzu CS 9301, 1Nishinokyo-Kuwabara-cho, Nakagyo-ku, Kyoto 604-8511, Japan.
27 Institute, Statistical Analysis Systems Institute, Inc. Cary, 2000.
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Confrontando estes achados com a literatura pesquisada, verificou-se que os valores obtidos neste
estudo foram superiores aos descritos por Nudda et al. (2003) 61,0 mg/dL, também em ovelhas, no
entanto, empregando outro protocolo na técnica SDS PAGE.

Sant’ana (2004) avaliando o soro lacteo de vacas, ndo observou influéncia das fases de lactagido
na concentracio de albumina, no entanto Raimondo et al. (2009), também trabalhando com a mesma
espécie animal, verificaram diminui¢do nos valores desta variavel na fase final de lactagao.

As maiores concentrag¢des de albumina encontradas neste trabalho na fase inicial da lactacao,
possivelmente foi reflexo da fase colostral, pois proteinas oriundas do sangue como a albumina,
imunoglobulinas e transferrina apresentam concentra¢des mais elevadas no colostro (Leviex & Ollier
1999). Por outro lado, Leviex & Ollier (1999) observaram diminuigao significativa na concentracgio de
albumina nos primeiros 30 dias de lactacao.

Imunoglobulinas -IgA - Nao foi observado influéncia das fases de lactacdo sobre a concentracdo da
IgA (P>0,3895), e os valores médios encontrados foram de 2,72 mg/dL (Quadro 1). No entanto,
verificou-se um discreto descréscimo ao longo da lactacdo, conforme pode ser visualizado na Fig.2. Os
achados do presente estudo asssemelhan-se aos verificados por Schalm et al. (1971), Sant’ana (2004) e
Raimondo et al. (2009), que também relataram diminuicdo dos valores de IgA durante a lactagdo.
Segundo Guidry et al. (1980) a IgA apresenta diminuicdo logo apds o parto e durante a lactagdo em
virtude de alteragdes no gradiente de concentracdo resultante do aumento da sintese do leite.

IgG CL - Nio foi observada diferenga (P>0,3333) na concentragdo de IgG CL sendo encontrado valores
médios de 45,01 mg/dL, conforme fig.2.

IgG CP e IgG total - Quanto a IgG de cadeia pesada, verificou-se diminuicdo significativa (P<0,0005)
desta variavel nos primeiros 30 dias da lactagdo, sendo observado o mesmo comportamento para as
concentragdes de IgG total (P<0,0354) (Quadro 1, Fig.3), com alta correlacdo entre ambas (r = 0,82;
P<0,0001), caracterizando a determinante participacdo de IgG de cadeia pesada na concentracao final
da imunoglobulina G. Portanto pode-se afirmar haver influéncia das fases da lactagdo na concentragdo
da IgG do soro lacteo, onde verificou-se decréscimo desta classe de imunoglobulina nos primeiros 30
dias da lactagdo, provavelmente ainda residuo da fase colostral, momento em que se observa maior
concentrac¢do desta imunoglobulina, predominante no colostro de ruminantes, ap6s serem transferidas
do plasma sangiiineo para a glandula mamaria (Guidry et al. 1980, Caffin & Poutrel 1988, Quiles et al.
1992, Leviex & Ollier 1999, Sant’ana 2004, Raimondo et al. 2009).

Os valores observados da concentragdo de IgG foram inferiores aos relatados por Nudda et al.
(2003) 383,0 mg/dL, também trabalhando com ovelhas sadias, no entanto ressalta-se que os
protocolos empregados foram distintos, apesar de ambos empregarem a técnica SDS-PAGE.

Foi observada média correlagdo positiva entre a IgG e a proteina total (r = 0,41; P<0,0085),
que pode ser justificada pela alta concentracdo de IgG na fase inicial da lactagdo como consequéncia da
transudac¢do das imunoglobulinas do plasma sangiiineo para o interior da glandula mamaria (Schalm
1971).

Lactoferrina - Nao foi constatada diferenca (P>0,1611) na concentragdo de lactoferrina ao longo da
lactacdo, observando-se valores médios de 24,18 mg/dL (Quadro 1, Fig.4), corroborando os relatos de
Nudda et al. (2003) que descreveram concentragdes de 28,0 mg/dL desta proteina no soro lacteo de
ovelhas da raga Sarda. Resultados semelhantes também foram descritos em vacas por Hagiwara et al.
(2003) e Sant’ana (2004), que ndo observaram influéncia das fases de lactagdo na concentragio de
lactoferrina.

No dltimo momento de observagdo, aos 90 dias, verifica-se valores de lactoferrina superiores
aos da fase intermediaria, apesar de ndo significativo (P>0,1611), o que poderia estar relacionado ao
inicio do processo de secagem, consequentemente diminuicdo da producao de leite, que segundo Welty
etal. (1975) seria um indicador do processo de involugao da glandula mamaria, funcionando como um
mecanismo de defesa da glandula, tendo em vista a capacidade desta proteina de ligagdo ao ferro.

Concentragdes de lactoferrina mais elevadas no final de lactagido foi relatado em cabras por
Hiss et al. (2008), diferentemente do observado em vacas por Raimondo et al. (2009) e Rocha et al.
(2009), que obtiveram menores valores desta proteina na fase final lactacao.
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Proteinas de PM 15.000 Da e PM 29.000 Da - Em ambas as proteinas identificadas pelo peso
molecular ndo foi observada influéncia das fases de lactacdo (P>0,4494; P>0,4879, respectivamente). A
proteina de PM 15.000 Da apresentou valores médios de 12,10 mg/dL e a de P.M. 29.000 Da valores de
71,61 mg/dL. Em pesquisa compulsada ndo encontrou-se citagdes das respectivas proteinas no soro
lacteo de ovelhas para confronto dos resultados, necessitando ampliar os estudos.

B-Lactoglobulina - Em relacio aos valores de (-lactoglobulina observou-se influéncia das diferentes
fases de lactacdo (P<0,0005). As menores concentracdes foram observadas aos 30 dias (1.022,43
mg/dL) e as maiores (1.300,01 mg/dL) (Quadro 1) identificadas na fase final da lactacdo (90 dias pds
parto), conforme pode ser observado na fig.9. Dentre as proteinas identificadas no soro lacteo, foi a
observada em maior concentragido, conforme relatado por Schalm et al. (1971). Valores inferiores
desta proteina foram citados por Nudda et al. (2003) 478,0 mg/dL, em ovelhas, no entanto utilizando
protocolo distinto do empregado neste estudo. Em vacas, Sant’ana (2004) relatou resultados
semelhantes, nos quais verifica-se maiores concentracdes na fases inical e final de lactagdo e Raimondo
etal. (2009) apenas na fase inicial no soro lacteo.

a-Lactoalbumina - Nio foi observada diferenca (P>0,0799) na concentracdo da a-lactoalbumina
durante a lactagdo, apresentando valores médios de 280,25 mg/dL, no entanto verifica-se um
decréscimo gradativo desta variavel a partir dos 30 dias até o momento final de avaliacdo (Quadro 1,
Fig.6). A concentracdo média observada desta variavel foi superior a relatada por Nudda et al. (2003)
de 137,0 mg/dL no soro lacteo de ovelhas, que também verificaram diminuicdo da concentracao de a-
lactoalbumina na fase final da lactacdo. Pesquisas com vacas demostraram que a concentragao de a-
lactoalbumina tende a decrescer durante a lactacdo, sendo esta redugdo atribuida a diminui¢do da
sintese de lactose(Prosser & Mclaren 1997). A diminuicdo do teor da lactose na fase final da lactagio
também foi relatada no leite de glandulas mamarias sadisas de ovelhas da raca Santa Inés (Guarana,
2011). Por outro lado, maiores concentragdes desta proteina no final da lactagdo foram relatados em
cabras por Quiles et al. (1992) empregando o fracionamento eletroforético e em vacas por Sant’ana
(2004) e Raimondo et al. (2009), estes ultimos autores também na fase colostral.

CONCLUSAO

0 perfil eletroforético do soro lacteo de ovelhas da raca Santa Inés permitiu a identificagdo de oito
proteinas, podendo-se constatar a influéncia das fases de lactagdo sobre as concentracdes de albumina,
imunoglobulina G e -lactoglobulina.
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LEGENDA DAS FIGURAS

Fig.1- Valores médios da concentracdo da proteina total (g/dL) e da albumina (mg/dL), obtidos por
SDS-PAGE, no soro lacteo de glandulas mamarias sadias de ovelhas Santa Inés em diferentes fases
de lactacao.

Fig.2- Valores médios da concentracdo da imunoglobulina IgA e IgG CL (mg/dL), obtidos por SDS-
PAGE, no soro lacteo de glandulas mamarias sadias, de ovelhas Santa Inés em diferentes fases de
lactagao.

Fig.3- Valores médios da concentracdo da IgG CP (mg/dL) e IgG Total (mg/dL), obtidos por SDS-PAGE,
no soro lacteo de glandulas mamadrias sadias, de ovelhas Santa Inés em diferentes fases de
lactacdo.

Fig.4- Valores médios da concentracio de lactoferrina (mg/dL), obtidos por SDS-PAGE, no soro lacteo
de glandulas mamarias sadias de ovelhas Santa Inés em diferentes fases de lactacio.

Fig.5- Valores médios da concentracdo das proteinas de PM 15.000 Da e PM. 29.000 Da (mg/dL),
obtidos por SDS-PAGE, no soro lacteo de glandulas mamarias sadias de ovelhas Santa Inés em
diferentes fases de lactagao.

Fig.6- Valores médios da concentracdo da 3-lactoglobulina e a- lactalbumina (mg/dL), obtidos por SDS-

PAGE, no soro lacteo de glandulas mamarias sadias de ovelhas Santa Inés em diferentes fases de
lactacgdo.

QUADROS

Quadro 1 - Valores médios, desvios-padrao, média geral e niveis de significancia da concentragdo das
proteinas (mg/dL) identificadas no soro lacteo de ovelhas Santa Inés (n=44) em diferentes fases de

lactacdo.
FASES DA LACTACAO
Proteinas 15 dias 30 dias 60 dias 90 dias Média Pr>F
Geral

PT (g/dL) 1,91+0,204 1,64+0,168 1,82+0,144A 1,91+0,17A 1,82 0,0022
Albumina 140,40+49,21A 89,76+39,488 89,46+44,518 99,05+48,898 104,64 0,0377
IgA 3,69+2,57 2,16+1,57 2,93+1,98 2,10+1,13 2,72 0,3895
IgGcP 117,77+56,294 57,90+32,598 62,46+21,958 96,46+44,47 B 83,65 0,0005
IgG CL 45,04+27,11 35,76+18,06 48,66+30,51 51,78+22,08 45,01 0,3333
IgG Total 162,81+£76,8024 93,66+42,058 111,13+44,1148 148,24+44,1648 12896 0,0354
Lactoferrina 30,10+14,41 19,88+9,20 21,77+#11,13 25,12+7,46 24,18 0,1611
PM 15.000 Da 5,97+5,36 12,15+10,39 12,71+3,68 17,24+4,92 12,10 0,4494
PM 29.000 Da 82,43+56,01 57,36+32,94 68,30+36,89 82,23+41,07 71,61  0,4879
B lactoglobulina 1137,05+£154,98 B¢ 1022,43£104,65¢  1215,38+123,1948 1300,01+£162,834 168,72  0,0005
a lactoalbumina 311,44+116,80 318,06+£136,93 271,77+70,61 206,29+55,03 280,25 0,0799
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5.3 Artigo 3

PROTEINOGRAMA DO SORO LACTEO DE GLANDULAS MAMARIAS DE OVELHAS SADIAS E
INFECTADAS EM DIFERENTES FASES DE LACTACAQ?28

Vania F. Lemos 2%%, Eduardo L. S. Guarana3?, José A. B. Afonso 31, José ]. Fagliari32, Paulo C. Silva 32, Pierre
C. Soares33, Carla Lopes de Mendonga31!

ABSTRACT.- Lemos V.L., Guarana E.L.S., Afonso ].A.B., Fagliari ].J., Silva P.C,, Soares P.C., Mendonga C.L.
[Proteinogram whey of healthy and infected sheep at different stages of lactation]
Proteinograma do soro lacteo de glandulas mamarias de ovelhas sadias e infectadas em diferentes
fases de lactacdo. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Clinica de Bovinos, Campus Garanhuns,
Universidade Federal Rural de Pernambuco, Av. Bom Pastor s/n, Cx. Postal 152, Mundad, Garanhuns,
PE 55292-901, Brazil. E-mail: vanialemos91@gmail.com

Corporal answers occur in initial periods of infection, between which the proteins of acute phase,
whose whey proteins concentrations can increase or reduction front to inflammatory process.The
purpose of this work was to assess the whey proteinogram dynamics of mammary glands from healthy
and infected Santa Inés sheep in different moments of lactation. It was followed sheep submitted to
same health and nutritional management, in a semi-intensive system during the stage of lactation,
evaluated at 15, 30, 60 and 90 days after birth (end of weaning and lactation). Clinical examination was
carried out of the mammary gland through and California Mastitis test (CMT). Milk was collected and
submitted to bacteriological and proteinogram exam. Bacteriological culture and biochemistry
characterization of samples was held. In each moment were evaluated 42 milk samples from healthy
glands (CMT and bacteriological negative) and 43 samples of milk from infected glands (CMT and
bacteriological positive). For obtaining the whey protein, Renin solution was used. Total protein whey
was obtained by the biuret method and the proteinogram was carried out by the technique of
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) that enabled quantification of nine proteins in whey of
healthy glands: serum albumin, lactoferrin, IgA, heavy chain IgG (IgG CP), light chain IgG (IgG CL), IgG
Total (IgG CP + IgG CL), a-lactalbumin, B-lactoglobulin, PM 15.000, PM 29.000. Comparing healthy and
infected glands it was found a significant increases in all protein and total protein, excepted of IgGCL
and a-lactalbumin. Among those we underline the increased magnitude of protein a-1 acid
glycoprotein, lactoferrin and hatptoglobin, approximately tree, five and seven times respectively. It is
concluded that the hatptoglobin and a-1 acid glycoprotein, lactoferrin, albumin and immunoglobulins
IgA and IgG in whey protein act as potentials biomarkers of infection in mammary gland in the ovine
species.

INDEX TERMS: Subclinical mastitis, ovine, milk, SDS-PAGE, acute phase proteins.
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RESUMO.- Respostas sistémicas ocorrem nos estagios iniciais da infec¢do, entre as quais as proteinas
de fase aguda, cujas concentracdes lacteas podem aumentar ou diminuir frente ao processo
inflamatério. Objetivou-se neste estudo identificar os potenciais biomarcadores de infeccio da
glandula mamaria de ovelhas da ragca Santa Inés. Acompanhou-se ovelhas submetidas ao mesmo
manejo higiénico, sanitario e nutricional em sistema de criagdo semi-intensivo, durante a fase de
lactacdo, avaliadas em 15, 30, 60 e 90 dias apds o parto (final da lactacdo e desmame). Realizou-se o
exame clinico da glandula mamaria California Mastitis test (CMT). Coletou-se leite para o exame
bacteriolégico e para o proteinograma. Foi realizado o cultivo bacteriolégico e a caracterizacao
bioquimica das amostras. Nos respectivos momentos foram avaliadas 42 amostras de leite de
glandulas sadias (CMT e bacterioldgico negativos) e 43 amostras de leite de glandulas infectadas (CMT
e bacterioldgico positivos). Para a obtengdo do soro lacteo utilizou-se solucdo de renina. A proteina
total do soro lacteo foi obtida pelo método do biureto e o proteinograma realizado pela técnica de
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) que possibilitou a quantificacdo de nove proteinas
no soro lacteo de glandulas sadias: albumina sérica, lactoferrina, IgA, IgG de cadeia pesada (IgG CP),
IgG de cadeia leve (IgG CL), IgG Total (IgG CP + IgG CL), a-lactoalbumina, -lactoglobulina, PM 15.000,
PM 29.000. Comparando as glandulas sadias e infectadas verificou-se aumentos significativos em todas
as proteinas e na proteina total, com excecdo da IgG CL e a-lactoalbumina. Dentre estes aumentos
salientamos os de maior magnitude nas proteinas a-1 glicoproteina acida, lactoferrina e hatptoglobina
aproximadamente trés, cinco e sete vezes respectivamente. Conclui-se que a hatptoglobina e a-1
glicoproteina acida, lactoferrina, albumina e as imunoglobulinas IgA e IgG presentes no soro lacteo
atuam como potenciais biomarcadores de infec¢do na glandula mamaria na espécie ovina.

TERMOS DE INDEXACAO: Mastite subclinica, ovino, leite, soro lacteo, proteina de fase aguda.
INTRODUCAO

A mastite é considerada uma das enfermidades de grande impacto econémico na ovinocultura, sendo
responsavel por prejuizos significativos causando morte de cordeiros por inani¢do, descarte precoce
de ovelhas e, ocasionalmente, morte de animais (Kirk & Glenn 1996, Radostitis et al. 2007).

Em ovelhas da raga Santa Inés nas situa¢gdes de manejo semi-intensivo e intensivo, como
consequéncia de uma alimentagao mais rica, observa-se maior predisposicdo a infeccdo da glandula
mamaria, pois o leite excedente ndo é consumido pelo borrego (Oliveira 2006).

Na mastite subclinica normalmente ndo se observa altera¢des macroscopicas no ubere e na
secrecdo lactea, porém observa-se diminui¢do na producdo de leite, alteragdes na composicao fisico-
quimica, aumento do ndimero de células somaticas e isolamento de microrganismos, representando
perda de produtividade dos rebanhos e comprometendo a alimentag¢do dos borregos (Naccari et al.
2003, Anderson et al. 2005, Santos et al. 2007). A mastite subclinica geralmente é precursora da
mastite clinica causada pelo mesmo agente etiolégico, sendo uma das razdes mais frequentes do
descarte de matrizes, comprometendo assim a produtividade dos rebanhos (Menzies 2000, Oliveira
2006).

Varias respostas sistémicas ocorrem nos estagios iniciais da infec¢do, entre as quais as
denominadas de fase aguda (Eckersall 2008), originando as proteinas de fase aguda, cujas
concentragdes lacteas podem aumentar ou diminuir frente ao processo inflamatério, sendo assim
reconhecidas como biomarcadores de inflamagao/infeccdo (Eckersall & Bell 2010).

0 diagndstico da mastite em ovelhas estd fundamentado no exame clinico, contagem de células
somaticas e analise bacterioldgica do leite; quanto mais rapido e seguro for o diagndstico mais rapido
sera o tratamento e menor o tempo de recuperagdo. Com a implantagdo de sistemas de mecanizagio de
producdo, a demanda por marcadores rapidos e precisos tem aumentado significativamente, desta
forma tem-se sugerido que as proteinas de fase aguda poderiam ser indicadores confidveis de um
processo inflamatoério na glandula mamaria (Hirvonen et al. 1996, Eckersall et al. 2001).

A adogao de ferramentas voltadas para a vigilancia da higidez dos rebanhos pode ser util em
programas sanitarios, havendo previamente a necessidade de se conhecer os biomarcadores em
potencial de satde e de doenga (Ganhein et al. 2007).

0 aumento da concentragdo de proteina total e de algumas proteinas presentes no soro lacteo,
como a albumina e imunoglobulinas associado a diminui¢do da concentracdo de caseina representam
achados de alteracdo na glandula mamaria (Schalm et al. 1971). As concentragdes das proteinas
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presentes no soro lacteo podem apresentar variacdo considerada nos casos de inflamacao da glandula
mamaria, mesmo quando as altera¢des na concentracido da proteina total do leite ndo sdo detectadas
de forma mais expressiva (Schalm et al. 1971, Audist et al. 1995).

Confirmando a influéncia do processo inflamatério sobre as proteinas do soro lacteo, Sant’ana
(2004) observou em vacas com mastite, alteracdes na concentragdo de algumas proteinas de fase
aguda.

Dentre os varios métodos reconhecidos de separacdo protéica, destaca-se a eletroforese em
gel de poliacrilamida, contendo dodecil sulfato de s6dio (SDS), como uma técnica importante para a
separacdo das PFA do sangue e particularmente no leite, pois permite a identificacio de varias fragdes
protéicas, bem como sua quantificacio, utilizando pequenas quantidades de fluidos organicos (Kato et
al.1989).

Em virtude da escassa ou mesmo inexistente, literatura na espécie ovina a cerca do
proteinograma do soro lacteo de glandulas sadias e infectadas, portadoras de mastite subclinica, este
estudo teve por objetivo identificar os potenciais biomarcadores de infeccdo da glandula mamaria de
ovelhas da raca Santa Inés.

MATERIAL E METODOS

De um rebanho comercial, foram acompanhadas ovelhas da raga Santa Inés, criadas sob sistema semi-
intensivo e submetidas ao mesmo manejo higiénico, sanitario e nutricional, observadas em diferentes
estagios de lactagdo (inicio, meio e final aos 90 dias, estabelecido como periodo de desmame na
regido). O exame clinico dos animais e da glandula mamaria seguiu as recomendacdes de Diffay et al.
(2005). Os resultados do California Mastitis Test (CMT) foram classificados em escores negativo
(reacdo negativa ou tragos) e positivo (1+, 2+ e 3+) (Schalm et al. 1971).

0 acompanhamento das ovelhas nas diferentes fases da lactagdo resultou na triagem de
glandulas mamarias consideradas sadias e infectadas, de acordo com o resultado concomitante do CMT
e do exame bacterioldgico.

Avaliou-se 42 amostras provenientes de glandulas sadias (CMT negativo/bacteriolégico
negativo) e 43 de glandulas infectadas (CMT positivo /bacterioldgico positivo).

Foram colhidos 10 mL de leite para realizagdo do proteinograma e logo em seguida, apos
prévia higienizacdao do 6stio do teto com alcool a 70%, aproximadamente trés mL de leite em tubos
esterilizados para realizacgdo do exame bacteriolégico. As amostras foram acondicionadas sob
refrigeracdo, em caixa de material isotérmico e transportadas ao laboratoério.

0 cultivo bacteriolégico foi realizado seguindo as recomendagdes do National Mastitis Council
(1990) e a caracterizagcdo bioquimica de acordo com Quinn et al. (1994). As amostras de leite
empregadas no proteinograma foram mantidas em ultrafreezer34a -800C.

Para a realizacdo do proteinograma obteve-se inicialmente o soro lacteo empregando-se a
técnica descrita por Schalm et al. (1971) adotando-se algumas adaptagcdes em decorréncia do menor
volume de leite produzido pela ovelha, quando comparado a vaca conforme descrito a seguir. As
amostras de leite apés o descongelamento em banho maria a 37°C, foram homogeneizadas em vortex35
e para cada 1.000 pL de leite foram adicionados 75 pL de solugdo de renina3¢ mantidos em banho
maria a 379C por aproximadamente 20 minutos até a formag¢ado do coagulo.

Posteriormente, foram centrifugadas a 21.000G durante dez minutos em centrifuga
refrigerada3’. Apds a centrifugacdo, aspirou-se a amostra de soro lacteo correspondente a fracdo
intermediaria da solucdo trifasica, que foi mantida em ultrafreezer a -80°C para posterior
processamento laboratorial.

A determinacdo da proteina total do soro lacteo foi realizada pelo método do biureto3s,
observando-se a linearidade do mesmo, tendo em vista as menores concentracdes da proteina total do
soro lacteo, quando comparada ao soro sanguineo.

% Ultralow freezer NuAire Inc., 2100 Fernbrook Lane N. Plymouth, MN 55447, USA.

% Quimis Aparelhos Cientificos Ltda, rua Gema, 278, Diadema, S&o Paulo, Brasil.

% Coalho Estrella®, Chr. Hansen Brasil Ind. e Com. Ltda, Valinhos, Sdo Paulo, Brasil.

%7 Centrifuga Mikro 200R Hettich-Zentrifugern,Féhrenstr. 12 D-78532 Tuttlingen, Germany.

% Proteina Total, Labtest Diagnéstica S.A., Av. Paulo Ferreira da Costa 600, Lagoa Santa, 33400-000, Minas
Gerais, MG, Brasil.
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A separacdo das fragdes protéicas foi realizada utilizando-se eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de s6dio (SDS-PAGE), conforme técnica descrita por Laemmli
(1970) e Fagliari & Silva (2002).

Apos o fracionamento o gel foi corado durante dez minutos em solugdo de azul de coomassie,
constituida de metanol (50%), agua (40%), acido acético glacial (9,75%) e azul de coomassie (0,25%).

Em seguida foi colocado em soluc¢do de acido acético a 7% para retirada do excesso de corante,
até que as fracdes protéicas se apresentassem nitidas. As concentra¢des das proteinas foram
determinadas em densitometro computadorizado3°.

Para a identificacdo das fragdes protéicas do soro lacteo foi empregada como referéncia
solu¢do marcadora com diferentes pesos moleculares (6.500-200.000 Da) e as proteinas purificadas
lactoferrina, -lactoglobulina e a a-lactoalbumina bovinas#.

Os resultados que ndo atenderam as premissas de normalidade empregando o teste de
Kolmogorov-Smirnov foram submetidos a transformacdo logaritmica de base dez e andlise de
variancia (ANOVA), utilizando-se o procedimento GLM do Statistical Analysis System (SAS, 2002). As
médias foram comparadas pela diferenca minima significativa (d.m.s.) do teste de Student Newman
Keuls (SNK) ao nivel de significincia de 5%. As proteinas albumina, IgG CP (cadeia pesada), IgG CL
(cadeia leve), IgG total, PM 29.000 Da e lactoferrina foram submetidas a transformacdo logaritmica,
enquanto a haptoglobina, GPA (glicoproteina acida) e PM 15.000 Da submetidas ao teste nio
paramétrico de Wilcoxon, com dados expressos pelas medianas e percentis (P25 e P7s) (Sampaio 2007).

O trabalho obteve parecer favoravel da Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA), da
Universidade Federal Rural de Pernambuco com a licenga n.017/2010 (6029/2010 D08) CEPE/UFRPE
estando de acordo com as normas sugeridas pelo COBEA e com as normas internacionais estabelecidas
pelo National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O fracionamento eletroforético permitiu identificar/quantificar nas glandulas mamarias sadias as
proteinas lactoferrina, albumina, IgA, IgG de cadeia pesada (IgG CP), IgG de cadeia leve (IgG CL), B-
lactoglobulina, a-lactoalbumina e outras duas proteinas identificadas como de PM 15.000 Da, PM
29.000 Da.

Quanto as proteinas presentes no soro lacteo das glandulas infectadas, pode-se observar além
das descritas acima, a haptoglobina e a; glicoproteina acida. Vale salientar que todas as amostras de
leite consideradas infectadas, ou seja, amostras reagentes simultaneamente no CMT e positivas no
exame bacteriolégico, foram provenientes de casos subclinicos de mastite.

A técnica de eletroforese SDS-PAGE se mostrou exeqiiivel e sensivel para identificar e
quantificar as concentragdes protéicas em quantidades minimas presentes no soro lacteo de ovelhas,
conforme evidenciado anteriormente nas espécies bovina (Kato et al. 1989, Sant’ana 2004) e caprina
(Raimondo et al. 2011).

Proteina total - Foi observada diferenca na concentracdo da proteina total do soro lacteo, quando
comparadas as glandulas sadias e infectadas (P<0,0001), que apresentaram valores médios de 1,81
mg/dL e 2,56 mg/dL, respectivamente (Quadro 1, Fig.1). O aumento do teor de proteina no soro lacteo,
resultante do processo inflamatério da glandula, pode ser atribuido a maior transudagao das proteinas
presentes no sangue, como conseqiiéncia do aumento da permeabilidade vascular (Paape et al. 1995).
A mastite, subclinica ou clinica, acarreta o aumento da concentracido da proteina total do leite, como
conseqiiéncia da passagem de imunoglobulinas e particularmente a albumina, em bem maior
concentragdo, do sangue para o leite (Paape et al. 1995). A elevagdo na concentragdo protéica do soro
lacteo de vacas acometidas com mastite foi relatado por Sant’ana (2004), no entanto na espécie
caprina, Raimondo et al. (2011) ndo observou alteragdo na concentra¢do da proteina lactea, afirmando
ndo haver influéncia da infec¢io bacteriana sobre esta variavel.

Albumina- Os teores de albumina foram significativamente superiores (P<0,0001) nas glandulas
infectadas quando comparados aos das glandulas sadias (Quadro 1, Fig.2), ratificando o aumento da

%9 Shimadzu CS 9301, 1Nishinokyo-Kuwabara-cho,Nakagyo-Ku,Kyoto 604-8511, Japan.
%" Sigma Marker™, Sigma, St. Louis, Missouri, USA.
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permeabilidade vascular, havendo a passagem da albumina sanguinea para a glandula mamaria (Paape
et al. 1995). Outra possibilidade poderia estar relacionada a sintese da albumina pela prépria glandula,
conforme verificado por Shamay et al. (2005), sugerindo ser a secre¢do da albumina pela glandula
mamaria parte de um sistema de defesa ndo especifico.

Imunoglobulinas - Verificou-se diferenga (P<0,0001) na concentragdo de IgA IgG total (IgG CP/IgG CL)
(P<0,0006) e IgG de cadeia pesada (P<0,0002), onde estas apresentaram-se em maior concentracao
nas glandulas infectadas, ndo sendo significativa a diferenca para as concentrag¢des de IgG de cadeia
leve (P>0,5350). (Quadro 1).

A concentracdo média de IgA da secrecdo das glandulas com mastite subclinica (2,72 mg/dL)
foi quase trés vezes superior as da glandula sadias (6,07 mg/dL). Quanto a IgG ressalta-se que a
concentragdo desta classe de imunoglobulina quase que dobrou nas glindulas infectadas. Estes
resultados sugerem que durante o processo inflamatério da glandula mamaria as imunoglobulinas,
sintetizadas em resposta a estimulos antigénicos, migram do sangue para o leite, com a finalidade de
auxiliar na defesa da glandula comprometida, conforme observado em vacas (Urech et al. 1999, Mehra
etal. 2006, Eckersall 2008).

Lactoferrina - A concentragdo média da lactoferrina nas glandulas infectadas apresentou valores 4,8
vezes superior ao observado nas glandulas sadias (P<0,0001) (Quadro 1), demonstrando também na
espécie ovina, assim como na bovina, o seu papel no mecanismo natural de defesa, nos processos
inflamatoérios da glandula mamaria, tendo em vista ser a primeira barreira contra agentes infecciosos,
particularmente as bactérias, em razio da sua habilidade em sequestrar fons ferro, indisponibilizando-
0 como nutriente para o crescimento e expressdo de viruléncia de alguns agentes bacterianos (Harmon
etal. 1976, Smith & Schanbacher 1977, Hagiwara et al. 2002).

Resultados semelhantes foram relatados por Nudda et al. (2003), que verificaram
concentragdes duas vezes superior de lactoferrina em amostras de soro lacteo de ovelhas que
apresentavam contagem de células somaticas superior a um milhdo; Sant’ana (2004) relatou o dobro
da concentracdo de lactoferrina em vacas com mastite, quando comparadas as sadias; Raimondo et al.
(2011) relataram aumento significativo na concentracao de lactoferrina em cabras com mastite
salientando a precocidade do seu aparecimento, quando comparado a outras proteinas presentes no
soro lacteo.

Para Hagiwara et al. (2002) a concentracio de lactoferrina estaria relacionada a
patogenicidade da espécie bacteriana envolvida, sendo mais elevada, quanto mais patogénica a
bactéria.

A lactoferrina poderia também alterar a permeabilidade da membrana celular de algumas
bactérias, impedindo o seu crescimento sendo esta proteina liberada durante a inflamagao pelos
granulos secundarios de neutrofilos (Harmon et al. 1976, Smith & Schanbacher 1977, Rainard et al.
1986, Farrel 2004, Komine et al. 2006, Conesa et al. 2008).

a- Lactoalbumina - Ao analisar os teores de a- lactoalbumina ndo se observou diferenca significativa
nas concentracdes entre glandulas sadias e infectadas, que apresentou valores de 280,25 mg/dL e
321,07 mg/dL, respectivamente, conforme Quadro 1. Apesar de ndo significativo estatisticamente
(P>0,1252), ressalta-se que nas glandulas infectadas houve aumento na concentracdo de a-
lactoalbumina, corroborando os achados de Sant’ana (2004) em amostras de soro lacteo de vacas.
Nudda et al. (2003) também observaram aumento significativo desta fragdo protéica relacionado ao
aumento da contagem de células somaticas em ovelhas com mastite. No entanto, estes resultados
contradizem Raimondo et al. (2011), que verificaram diminui¢do nos valores de a- lactoalbumina em
casos de mastite em cabras, e também por Bortree et al. (1962); Schalm et al. (1971); Harmon et al.
(1976) e Prosser e McLaren, (1997), que relacionam a diminuicdo da a- lactoalbumina com a
diminuicdo da lactose observada nos casos de mastite, porém destaca-se que esta relacdo entre a
diminui¢do da a- lactoalbumina com casos de mastites foram objetos de estudo em vacas e a
metodologia utilizada para as analises ndo foram as mesmas utilizadas no presente estudo.

B- Lactoglobulina - Com relagdo a 8- lactoglobulina verificou-se aumento significativo (P<0,0001) na
concentrac¢do de glandulas infectadas em comparag¢do com as sadias (Quadro 1), concordando com os
resultados de Nudda et al. (2003), que observaram aumentos significativos de - lactoglobulina no
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soro lacteo de ovelhas com mastite com CCS superior a 1.000.000 células. Entretanto estes resultados
diferem do observado por outros autores em ruminantes; Sant’ana (2004) nio observou influéncia
significativa da mastite sobre o proteinograma do soro lacteo de vacas e Raimondo et al. (2011), que
observaram diminui¢do de (- lactoglobulina no soro lacteo de cabras com mastite. Acredita-se que o
aumento de B- lactoglobulina nas amostras de glandulas mamarias infectadas de ovelhas possa ser
atribuido, mais ao efeito da concentragdo destas proteinas do que a sua propria sintese nas células da
glandula mamaria, isto porque no leite mastitico verifica-se reducdo na producio de leite (Nudda et al.
2003).

PM 15.000 Da e PM 29.000 Da - As proteinas moleculares PM 15.000 Da e PM 29.000 Da (proteinas
identificadas pelo seu peso molecular em virtude de ainda ndo estarem nomeadas na literatura), sendo
observada diferenca significativa (P<0,0001 e P<0,0002, respectivamente) nas concentracdes
protéicas, podendo ser observadas na Quadro 1.

Neste estudo estas proteinas foram consideradas de interesse devido ao significativo aumento
das suas concentragdes nas glandulas infectadas, com magnitude de 1,6 e 2,4 vezes na PM 29.000 e na
PM 15.000, respectivamente. Faz-se necessario mais estudo sobre estas proteinas para a identificacdo
de suas fun¢des bem como sua atuagao.

a-1 glicoprotéina dcida / haptoglobina - Deve-se ressaltar a identificagdo de duas outras proteinas,
consideradas de fase aguda no soro lacteo, a a-1 glicoprotéina acida e a haptoglobina, que foram
detectadas exclusivamente nas glandulas infectadas (P<0,0001), expressando aumentos de
aproximadamente quatro e sete vezes, respectivamente (Quadro 1).

A a-1-glicoproteina acida é uma importante proteina de fase aguda na clinica de ovinos, sendo
utilizada no monitoramento de processos inflamatérios e infeccdes em geral (Eckersall et al. 2001). E
considerada uma proteina de fase aguda moderada, aumentando seus niveis mais lentamente, porém
permanecendo elevada por muito mais tempo que outras proteinas de fase aguda (Eckersall 2008).
Esta proteina normalmente é identificada no soro sanguineo e na literatura compulsada nao
evidenciamos a presenca desta proteina de fase aguda no soro lacteo de ovelhas para estudo de
comparacdo de resultados, no entanto acreditamos que esteja relacionada ao processo inflamatdrio da
glandula mamaria, em virtude de ter sido verificada somente nas glandulas infectadas, tendo em vista
ja ter sido relatado a sintese extra-hepatica desta proteina em células epiteliais da glandula mamaria
de humanos e bovinos (Ceciliani et al. 2005, Rainard & Riollet 2006, Ceciliani & Pocacqua 2007).

Embora o papel preciso da a-1 glicoproteina dcida ndo seja totalmente conhecido, sabe-se que
ela se liga a uma série de metabdlitos endégenos e atua na imunidade inata contra infecgoes, liga e
transporta moléculas no local da inflamagao, modulando a rea¢do imune por meio da inibi¢cdo da
fagocitose, da ativacao de neutroéfilos e da agregacdo plaquetdaria (Ceciliani & Pocacqua 2007, Eckersall
2008). Sabe-se também que leucécitos ativados podem atuar como fonte local de a-1 glicoproteina
acida, util para desenvolver uma barreira de defesa imunolégica rapida frente ao dano causado pela
inflamacgio (Ceciliani & Pocacqua 2007).

A haptoglobina também foi detectada no soro lacteo das glandulas infectadas. As
concentragdes de haptoglobina geralmente sdo muito baixas ou indetectaveis, porém em casos de
inflamagdo ou infeccdo em ruminantes suas concentracdes podem aumentar significativamente
(Eckersall et al. 2001). A haptoglobina normalmente aparece no plasma, mas pode estar presente
também no leite, urina e saliva (Gonzalez et al. 2007).

Alguns pesquisadores tem relatado elevagdes na concentracio de haptoglobina, tanto no
plasma sanguineo como no leite, em vacas com mastite clinica e suclinica (Eckersall et al. 2001,
Gronlund et al. 2005, Gonzalez et al. 2007) indicando um alto potencial desta proteina como
biomarcador de processos inflamatérios na glandula mamadria, entretanto, deve-se ressaltar a
inexisténcia de literatura da presenca desta proteina no soro lacteo de ovelhas.

A deteccao da haptoglobina em maiores concentra¢des na glandula infectada, provavelmente
esteja relacionada a capacidade de se ligar as moléculas produzidas no dano tecidual, como a
hemoglobina, tornando o ferro inacessivel para as bactérias limitando a multiplicagdo bacteriana
(Suojala et al. 2008), assim como a sintese extra-hepatica nas células do tecido mamario (Akerstedt et
al. 2007).
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CONCLUSAO

As proteinas haptoglobina, a; glicoproteina acida, lactoferrina, albumina e as imunoglobulinas IgA e
IgG presentes no soro lacteo sdo potenciais biomarcadores do processo inflamatério da glandula
mamaria de ovelhas da raga Santa Inés.
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LEGENDA DE FIGURAS

Fig. 1- Valores médios da concentracdo da proteina total (g/dL) do soro lacteo de glandulas mamarias
sadias e infectadas de ovelhas Santa Inés durante a lactacgio.

Fig. 2- Valores médios da concentracdo da albumina (mg/dL) do soro lacteo de glandulas mamarias
sadias e infectadas de ovelhas Santa Inés durante a lactacao.

Fig. 3- Valores médios da concentracdo da concentracdo (mg/dL) de IgG total, IgG de cadeia pesada e
IgG de cadeia leve do soro lacteo de glandulas mamarias sadias e infectadas de ovelhas Santa Inés
durante a lactacao.

Fig. 4- Valores médios da concentragdo de concentragio lactoferrina (mg/dL) do soro lacteo de
glandulas mamarias sadias e infectadas de ovelhas Santa Inés durante a lactagio.

Fig. 5- Valores médios da concentracdo de concentra¢do a - lactoalbumina (mg/dL) do soro lacteo de
glandulas mamarias sadias e infectadas de ovelhas Santa Inés durante a lactacdo.

Fig. 6- Valores médios da concentragido de concentracdo 3 lactoglobumina (mg/dL) do soro lacteo de
glandulas mamarias sadias e infectadas de ovelhas Santa Inés durante a lactacdo.

Fig. 7- Valores médios da concentragdo da proteina de PM 15.000 Da (mg/dL) do soro lacteo de
glandulas mamarias sadias e infectadas de ovelhas Santa Inés durante a lactagao.

Fig. 8- Valores médios da concentragdo da proteina de PM 29.000 Da (mg/dL) do soro lacteo de
glandulas mamarias sadias e infectadas de ovelhas Santa Inés durante a lactacdo.

Fig. 9- Valores da mediana da concentracdo de haptoglobina (mg/dL) e glicoproteina acida (mg/dL) do
soro lacteo de glandulas mamarias sadias e infectadas de ovelhas Santa Inés durante a lactacgdo.

QUADRO

Quadro 1 - Valores médios, desvios-padrao, medianas, percentis (P25.,P75) e niveis de significancia da
concentracdo das proteinas (mg/dL) identificadas no soro lacteo de ovelhas Santa Inés em sadias e
infectadas.

Glandula Mamdria

Proteinas Sadias Infectadas Pr>F
PT (g/dL) 1,81+0,20V 2,56+1,012 0,0001
IgA 2,72+1,87P 6,072,982 0,0001
Albumina 104,94+ 48,90 193,57+ 190,112 0,0001
IgG CP 83,04+46,71b 156,69+139,322 0,0002
IgG CL 45,00+24,7942 59,48+69,282 0,5350
IgG Total 126,56+ 59,19 222,85+ 154.682 0,0006
Lactoferrina 24,18+ 11,33b 117,09 115,562 0,0001
o- lactoalbumina 280,25+107,572 321,07+133,672 0,1252
B- lactoglobulina 1162,47+ 166,56 1310,96+ 228,482 0,0010
PM 15000 12,10 (8,46;15,07)b 28,65 (14,79;73,16)2 0,0091
PM 29000 71,61£42,04b 115,93+£79,962 0,0002
Haptoglobulina 0,00 (0,0;0,0)> 7,04 (4,12;12,50)2 0,0001
a-1 GPA 0,00 (0,0;0,0)0 3,99 (3,26;7,24) 0,0001
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6- CONSIDERACOES FINAIS

Sob condicgdes fisioldgicas, houve influéncia das fases da lactacdo sobre a
concentracdo do soro sanguineo da imunoglobulina G (IgG), bem como sobre a proteina
total, albumina, p-lactoglobulina e IgG do soro do leite.

Ao comparar o soro do leite de glandulas mamérias sadias a glandulas infectadas
(mastite subclinica), as proteinas haptoglobina e a a-1 glicoproteina acida se mostraram
importantes biomarcadores de processos inflamatorios da mama em ovelhas, sendo
caracterizadas somente nas glandulas portadoras de mastite, enquanto que a albumina, a
lactoferrina e as imunoglobulinas IgA e IgG aumentaram também suas concentracdes
quando da comparacgdo das glandulas sadias frente as infectadas.

Diante destes achados vislumbra-se num futuro proximo a utilizacdo destes
biomarcadores como potenciais proteinas indicadoras de processos inflamatérios da
glandula maméria de ovelhas, podendo ser empregadas como ferramenta rapida e precisa
na rotina clinica, evitando prejuizos ao produtor rural e proporcionando melhor bem estar

aos animais e, acima de tudo maior seguranca alimentar para o consumidor.
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7- ANEXOS

Anexo A — Formulas e prepare dos reagentes utilizados na execuc¢do da eletroforese

em gel de poliacrilamida

Para a realizagcdo da eletroforese, tanto no soro sanguineo quanto do soro lacteo, foram
utilizados varios reativos que deveriam ser adrede preparados. A relacdo e preparo destes

foram descritos a sequir:
1) Solugéo triz HCL- 2.0 M - pH 8.9 (Gel de Corrida)
Triz Base (PM:121,1) 121,19

Agua deionizada 500 mL
2) Solucéo triz HCL- 0,617 M - pH 6.8 (Gel Empilhador)
Triz Base (PM:121,1) 74759

Agua deionizada 100 mL

3) Solucdo Acrilamida/Bis (30% T/ 2,67% C) para soro lacteo

Acrilamida para eletroforese Sigma (PM:71,08) 73,00 g
N,N-metileno-bis-acrilamida para eletroforese Sigma 2,00 ¢
Agua deionizada 250 mL

4) Solucdo Acrilamida/Bis (30% T/ 1,866% C) para soro sanguineo
Acrilamida para eletroforese Sigma (PM:71,08) 73,60 ¢
N,N-metileno-bis-acrilamida para eletroforese Sigma 1,40 g

Agua deionizada 250 mL



5) Solugdo EDTA 0,5M pH 8.3
(Etilenodinitrilo) &cido tetracético tetrassodico (PM:380,20)

Agua deionizada

6) Solucdo Lauril Sulfato de Sédio (SDS) 10%
Lauril Sulfato de Sédio Sigma (PM:288,4)

Agua deionizada

7) Solucdo Coomassie Blue 0,2% ( Brilliant Blue R-250)
Metanol
Acido acético
Agua bidestilada

Coomassie Blue (Brilliant Blue R)

94

19.01 ¢

100 mL

10,00 g

100 mL

500 mL
100 mL

400 mL

29

8) Solucdo Gel Mix (Tampdo da amostra para proteinas desnaturadas)

Lauril Sulfato de Sodio 10%
EDTA 0,5M

Triz-fosfato 0,617M pH 6.8
2-Mercaptoetanol

Glicerol

Agua deionizada

Azul de bromofenol (Bromphenol Blue)

10,0 mL
4,0 mL
5,0 mL
3,0 mL
10,0 mL
18,0 mL

5,0 mg
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9) Solucéo de Persulfato de Amonia 10%
Persulfato de amonia 0,19

Agua deionizada 1,0 mL

10) Solucéo de PBS — Célcio Free ( Tampéo Fosfato Salina) pH 7.2

NaCl 2,00 g
KCI 0,0625 g
Na,HPO4 12 H,0 0,2875¢
Na;HPO, 0,050 g
Agua deionizada 250 mL

11) Solucédo Descorante

Metanol 250 mL
Acido acético 100 mL
Agua deionizada 650 mL

12) Solucdo Tampado de Corrida Concentrado

Trizma Base 309
Glicina 144 g
SDS 10 g
Agua destilada 1000 mL

13) Solugéo Tampéo de Corrida Diluido
Tampéo de Corrida Concentrado 100 mL

Agua destilada 900 mL
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Anexo B — Procedimentos preliminares para realizacao da Eletroforese SDS- PAGE

1)

2)

Para a realizacdo da Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS PAGE) utilizaram-
se dois tipos de gel, um gel de aplicacdo e outro gel de separacdo. As suas

preoparacdes sdo detalhadas a seguir:

Preparacdo do gel de Separacéo a 10%

Agua deionizada 11,8 mL
Tris HCL 2M, pH 8.8 £0,1 5,9 mL
Acrilamida/Bis 10,5 mL
Glicerol. 1,7 mL
EDTA 0,5M, pH 8.3+0,1 0,63 mL
Lauril Sulfato de Sodio (SDS) a 10% 0,63 mL
Persulfato de Aménio a 10% 242 uL
TEMED 27 uL

Preparacao do gel de Empilhamento a 4%

Agua deionizada 3,95 mL
Tris HCL 0,617M, pH 6.8 £0,1 0,60 mL
Acrilamida/Bis 1,0 mL
Glicerol 300 uL
EDTA 0,5M, pH 8.3 123 L
Lauril Sulfato de Sodio (SDS) a 10% 123 uL
Persulfato de Amonio a 10% 60 ulL

TEMED 13 uL
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3) Preenchimento das Placas

As Placas de vidro, previamente limpas, desengorduradas e montadas em posi¢éo
vertical, foram preenchidas com o gel de separacdo até a altura correspondente ao
tamanho do pente, adicionou-se + 0,6 uL de etanol, esperou por até 60 minutos para
polimerizacédo do gel, removeu o etanol da placa e deixou secar. Adicionou-se o gel
de empilhamento e a colocacdo do pente. Decorridos cerca de uma hora para
polimerizacdo do gel, retirou-se o pente, fixou a placa na cuba e adicionou a
solucdo de corrida na parte superior da cuba até cobrir totalmente o gel e por fim

adicionou-se a amostra.

4) Preparacdo das amostras e corrida eletroforética

As amostras foram preparadas adicionando-se 30 uL de PBS, 10 puL de amostra de
soro sanguineo, ou no caso de soro lacteo utilizou-se 20 pL de amostra e 20 uL de
gel mix. Apos aquecimento sobre &gua em ebulicdo, adicionou-se 5 pL. de amostra
do soro sanguineo e 6 pL de amostra do soro lacteo, na placa contendo o gel de
empilhamento e a solugdo tampédo de corrida. Depois se procedeu com a conexdo da
cuba a fonte de energia, regulando para 20 miliamperes por gel, ap6s 90 minutos,
em 25%. Coloracdo do gel adicionando-o na solugdo de Coomassie Blue por 30 a
120 minutos, em seguida a descoloracdo com &cido acético até anitidez das
proteicas e finalmente sua determinacdo em densitbmetro computadorizado
Shimadzu CS 9301.

5) Padrdes de Proteina Purificada e de peso Molecular

Para se realizar a identificacdo das fracGes protéicas no soro sanguineo foi
empregada solucdo da marca Sigma com pesos moleculares 29.000, 45.000, 66.000,
97.400, 116.000 e 205.000 daltons (Da), alem das proteinas purificadas (Albumina,
IgG, haptoglobina, oj-antitripsina e transferrina). No soro lacteo, para a
identificacdo das fracGes protéicas, foi empregada como referéncia solucdo
marcadora com diversos pesos moleculares (6.500 — 200.000 Da) e as proteinas

purificadas lactoferrina, f-lactoglobulina e a a-lactoalbumina bovinas.
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INSTRUGOES AOS AUTORES

Os trabalhos para submisséo devem ser enviados por via eletronica, através do e-mail
<jurgen.dobereiner@terra.com.br>, com os arquivos de texto na versdo mais recente
do Word. Havendo necessidade (por causa de figuras “pesadas”), podem ser enviados
em CD pelo correio, com uma via impressa, ao Dr. Jurgen Dobereiner, Revista
PESQUISA VETERINARIA BRASILEIRA, Caixa Postal 74.591, Seropédica, RJ
23890-000. Devem constituir-se de resultados de pesquisa ainda ndo publicadose nao
considerados para publicagdo em outra revista.

Para abreviar sua tramitacdo e aceitacdo, os trabalhos sempre devem ser
submetidos conforme as normas de apresentacdo da revista (www.pvb.com.br) e o
modelo em Word (PDF no site). Os originais submetidos fora das normas de
apresentacéo, seréo devolvidos aos autores para a devida adequacéo.

Apesar de ndo serem aceitas comunicagdes (Short communications) sob forma de
“Notas Cientificas”, ndo ha limite minimo do nimero de paginas do trabalho enviado,
que deve, porém, conter pormenores suficientes sobre os experimentos ou a
metodologia empregada no estudo. Trabalhos sobre Anestesiologia e Cirurgia serao
recebidos para submissdo somente os da drea de Animais Selvagens.

Embora sejam de responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos
nos trabalhos, o Conselho Editorial, com a assisténcia da Assessoria Cientifica,
reserva-se o direito de sugerir ou solicitar modificagdes aconselhaveis ou necessarias.
Os trabalhos submetidos sdo aceitos através da aprovagdo pelos pares (peer review).

NOTE: Em complementagdo aos recursos para edigdo da revista (impressa e
online) e distribuicdo via correio é cobrada taxa de publicacéo (page charge) no valor
de R$ 120,00 por péagina editorada e impressa,na ocasido do envio da prova final, ao
autor para correspondéncia.

1. Os trabalhos devem ser organizados, sempre que possivel, em Titulo,
ABSTRACT, RESUMO, INTRODUGAO, MATERIAL E METODOS,
RESULTADOS, DISCUSSAO, CONCLUSOES (ou combinagcio destes dois tiltimos),
Agradecimentos e REFERENCIAS:

a) o Titulo do artigo deve ser conciso e indicar o conteiido do trabalho;
pormenores de identificagdo cientifica devem ser colocados em MATERIAL E
METODOS.

b) O(s) Autor(es) deve(m) sistematicamente encurtar os nomes, tanto para facilitar
sua identificagdo cientifica, como para as citagdes bibliograficas. Em muitos casos isto
significa manter o primeiro nome e o ultimo sobrenome e abreviar os demais
sobrenomes:

Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve Paulo V. Peixoto ou Peixoto P.V.;

Franklin Riet-Correa Amaral escreve Franklin Riet-Correa ou Riet-

Correa F.; Silvana Maria Medeiros de Sousa Silva poderia usar Silvana

M.MS.S. Silva, inverso Silva S.M.M.S., ou Silvana M.M. Sousa-Silva, inverso,

Sousa-Silva S.M.M., ou mais curto, Silvana M. Medeiros-Silva, e inverso,

Medeiros-Silva S.M.; para facilitar, i nclusive, a moderna indexagdo,

recomenda-se que os trabalhos tenham o maximo de 8 autores;

c) 0 ABSTRACT devera ser apresentado com os elementos constituintes
do RESUMO em portugués, podendo ser mais explicativos para estrangeiros. Ambos
devem ser seguidos de “INDEX TERMS” ou “TERMOS DE INDEXACAQ”,
respectivamente;

d) o RESUMO deve apresentar, de forma direta e no passado, o que foi feito e
estudado, indicando a metodologia e dando os mais importantes resultados e
conclusdes. Nos trabalhos em inglés, o titulo em portugués deve constar em negrito e
entre colchetes, logo apés a palavra RESUMO;

e) a INTRODUCAO deve ser breve, com citagio bibliografica especifica sem que a
mesma assuma importancia principal, e finalizar com a indica¢do do objetivo do
trabalho;

f) em MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados que permitam
a repeticdo do trabalho por outros pesquisadores. Na experimenta¢do com animais,
deve constar a aprovacio do projeto pela Comissio de Etica local;

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentagdo concisa dos dados obtidos.
Quadros devem ser preparados sem dados supérfluos, apresentando, sempre que
indicado, médias de varias repeticdes. E conveniente, as vezes, expressar dados
complexos por graficos (Figuras), ao invés de apresenta-los em Quadros extensos;

h) na DISCUSSAQO devem ser discutidos os resultados diante da literatura. No
convém mencionar trabalhos em desenvolvimento ou planos futuros, de modo a
evitar uma obrigacdo do autor e da revista de publica-los;

i) as CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados apresentados no
trabalho;

j) Agradecimentos devem ser sucintos e ndo devem aparecer no texto ou em notas
de rodapé;

k) a Lista de REFERENCIAS, que s6 incluira a bibliografia citada no trabalho e a
que tenha servido como fonte para consulta indireta, devera ser ordenada
alfabeticamente pelo sobrenome do primeiro autor, registrando-se os nomes de todos
os autores, em caixa alta e baixa (colocando as referéncias em ordem cronoldgica
quando houver mais de dois autores), o titulo de cada publicagéo e, abreviado ou por
extenso (se tiver divida), o nome da revista ou obra, usando as instrugdes do “Style

o “Bibliographic Guide for Editors and Authors” (American Chemical Society, Manual
for Biological Journals” (American Institute for Biological Sciences), Washington, DC) e
exemplos de fasciculos ja publicados (www.pvb.com.br).

2. Na elaboracéo do texto deverdo ser atendidas as seguintes normas:

a) os trabalhos devem ser submetidos seguindo o exemplo de apresentacdo de
fasciculos recentes da revista e do modelo constante do site sob “Instrugdes aos
Autores” (www.pvb.com.br). A digitalizacdo deve ser na fonte Cambria, corpo 10,
entrelinha simples; a pagina deve ser no formato A4, com 2cm de margens (superior,
inferior, esquerda e direita), o texto deve ser corrido e ndo deve ser formatado em
duas colunas, com as legendas das figuras e os Quadros no final (logo apés as
REFERENCIAS). As Figuras (inclusive graficos) devem ter seus arquivos fornecidos
separados do texto. Quando incluidos no texto do trabalho, devem ser introduzidos
através da ferramenta “Inserir” do Word; pois imagens copiadas e coladas perdem as
informagdes do programa onde foram geradas, resultando, sempre, em ma qualidade;

b) a redagdo dos trabalhos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto
possivel, no passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para notas de rodapé
serdo niimeros arabicos colocados em sobrescrito apds a palavra ou frase que motivou
a nota. Essa numeragdo sera continua por todo o trabalho; as notas serdo langadas ao
pé da pagina em que estiver o respectivo sinal de chamada. Todos os Quadros e todas
as Figuras serdo mencionados no texto. Estas remissoes serao feitas pelos respectivos
numeros e, sempre que possivel, na ordem crescente destes. ABSTRACT e RESUMO
serdo escritos corridamente em um sé paragrafo e ndo deverao
conter citagdes bibliograficas.

c) no rodapé da primeira pagina devera constar enderego profissional completo de
todos os autores e o e-mail do autor para correspondéncia, bem como e-mails dos
demais autores (para eventualidades e confirmacdo de endereco para envio do
fasciculo impresso);

d) siglas e abreviagdes dos nomes de institui¢des, ao aparecerem pela primeira vez
no trabalho, serdo colocadas entre parénteses e precedidas do nome por extenso;

e) citagdes bibliograficas serdo feitas pelo sistema “autor e ano”; trabalhos de até
trés autores serdo citados pelos nomes dos trés, e com mais de trés, pelo nome do
primeiro, seguido de “et al.”, mais o ano; se dois trabalhos ndo se distinguirem por
esses elementos, a diferenciagdo serd feita através do acréscimo de letras minutsculas
ao ano, em ambos. Trabalhos ndo consultados na integra pelo(s) autor(es), devem ser
diferenciados, colocando-se no final da respectiva referéncia, “(Resumo)” ou “(Apud
Fulano e o ano.)”; a referéncia do trabalho que serviu de fonte, sera incluida na lista
uma s6 vez. A mengdo de comunicagdo pessoal e de dados ndo publicados é feita no
texto somente com citagio de Nome e Ano, colocando-se na lista das Referéncias
dados adicionais, como a Instituicdo de origem do(s) autor(es). Nas citagcdes de
trabalhos colocados entre parénteses, ndo se usara virgula entre o nome do autor e o
ano, nem ponto- e-virgula apés cada ano; a separagdo entre trabalhos, nesse caso, se
fard apenas por virgulas, exememplo: (Christian & Tryphonas 1971, Priester & Haves
1974, Lemos et al. 2004, Krametter-Froetcher et. al. 2007);

f) a Lista das REFERENCIAS devera ser apresentada isenta do uso de caixa alta,
com os nomes cientificos em itélico (grifo), e sempre em conformidade com o padréo
adotado nos ultimos fasciculos da revista, inclusive quanto a ordenagéo de seus vérios
elementos.

3. As Figuras (graficos, desenhos, mapas ou fotografias) originais devem ser
preferencialmente enviadas por via eletronica. Quando as fotos forem obtidas através
de cameras digitais (com extensdo “jpg”), os arquivos deverdo ser enviados como
obtidos (sem tratamento ou alteragdes). Quando obtidas em papel ou outro suporte,
deverao ser anexadas ao trabalho, mesmo se escaneadas pelo autor. Nesse caso, cada
Figura serd identificada na margem ou no verso, a trago leve de lapis, pelo respectivo
numero e o nome do autor; havendo possibilidade de dtavida, deve ser indicada a parte
inferior da figura pela palavra “pé”. Os graficos devem ser produzidos em 2D, com
colunas em branco, cinza e preto, sem fundo e sem linhas. A chave das convengdes
adotadas sera incluida preferentemente, na area da Figura; evitar-se-a o uso de titulo
ao alto da figura. Fotografias deverdo ser apresentadas preferentemente em preto e
branco, em papel brilhante, ou em diapositivos (“slides”). Para evitar danos por
grampos, desenhos e fotografias deverao ser colocados em envelope.

Na versdo online, fotos e graficos poderdo ser publicados em cores; na versao
impressa, somente quando a cor for elemento primordial a impressdo das figuras
podera ser em cores.

4. As legendas explicativas das Figuras conterdo informagdes suficientes para que
estas sejam compreensiveis, (até certo ponto autoexplicativas , com independéncia do
texto) e serdo apresentadas no final do trabalho.

5. Os Quadros deverdo ser explicativos por si mesmos e colocados no final do texto.
Cada um tera seu titulo completo e sera caracterizado por dois tragos longos, um
acima e outro abaixo do cabegalho das colunas; entre esses dois tragos podera haver
outros mais curtos, para grupamento de colunas. N&o ha tragos verticais. Os sinais de
chamada seriio alfabéticos, recomecando, se possivel, com “a” em cada Quadro; as
notas serdo langadas logo abaixo do Quadro respectivo, do qual serdo separadas por
um trago curto a esquerda.
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