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Comunicacao

[Communication]

Proteinograma sérico de bezerros recém-nascidos da raca Holandesa obtido por
eletroforese em gel de poliacrilamida

[Serum protein concentration in newborn Holstein calves determined by means of sodium
dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis)
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O fracionamento eletroforético representa um
dos mais confiaveis métodos de identificagdo de
proteinas sangiiineas. As técnicas de eletroforese
mais utilizadas em medicina veterinaria t€m
como matrizes fitas de acetato de celulose
(Fagliari et al., 1988; Borges et al., 2001) ou
filmes de agarose (Keay e Doxey, 1982) e
permitem o fracionamento de apenas cinco a sete
grupos de proteinas. Gordon (1995) relatou que a
técnica de eletroforese em gel de acrilamida
contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) é
relativamente simples e de baixo custo,
possibilitando a visualizagdo de concentra¢des
séricas extremamente baixas e a identificagdo de
varias proteinas.

O emprego da técnica SDS-PAGE em medicina
veterinaria pode ser util na avaliagdo da cinética
das proteinas de fase aguda da resposta
inflamatoria, facilitando a definicdo do
diagnostico das doencas animais, como
pneumonia de bezerros causada por Mannheimia
(Pasteurella) haemolytica (Fagliari et al., 2003),
e o prognostico de intercorréncias no periodo
pos-operatorio  (Fagliari e  Silva, 2002).
Adicionalmente, ¢ possivel identificar e
quantificar imunoglobulinas, especialmente em
recém-nascidos, orientando o manejo de animais
hipogamaglobulinémicos. Especificamente em
bezerros neonatos, cuja permeabilidade intestinal
as imunoglobulinas colostrais persiste durante,
no maximo, 48 horas ap6s o nascimento (Abel
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Francisco ¢ Quigley, 1993), ha alta prevaléncia
de falha na transferéncia de imunidade
secundaria a inadequada ingestdo de colostro
(Weaver et al., 2000), chegando tal disturbio a
acometer 40% dos bezerros (Barragry, 1997). A
imunoglobulina G ¢ considerada a mais
importante na imunizagdo passiva de bezerros
(Menanteau-Horta, 1985).

Perino et al. (1993) consideram falha na
transferéncia de imunidade passiva quando o
bezerro apresenta proteinemia total inferior a
4,2g/dl, 48 horas ap6s o nascimento. Apos esse
periodo, teores séricos de imunoglobulinas ao
redor de 1,7g/dl protegem os neonatos (Adams et
al., 1993).

O objetivo deste trabalho foi estabelecer o
proteinograma sérico de bezerros recém-nascidos
da raca Holandesa, utilizando-se a técnica de
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo
dodecil sulfato de so6dio (SDS-PAGE), de modo
a propiciar método alternativo para estudo das
fragdes protéicas de neonatos.

Foram examinadas amostras de soro sangtliineo
de 40 Dbezerros recém-nascidos da raca
Holandesa, obtidas 48 horas ap6s o nascimento.
Os neonatos receberam, em mamadeira, trés
litros de colostro das proprias mées nas primeiras
duas horas apds o nascimento e, a partir dai, o
volume correspondente a 10% do peso
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corporal/dia, em trés mamadas, com intervalos
de oito horas, até completarem 48 horas apods o
nascimento.

A concentragdo sérica de proteina total foi
determinada pelo método do biureto, utilizando-
se conjunto de reagentes comercial' e leitura da
amostra em  espectrofotometro’.  Para o
fracionamento das proteinas séricas, utilizou-se a
técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE),
proposta por Weber e Osborn (1969). A leitura
das fragcdes protéicas foi realizada em
videodensitometro®.  As  proteinas  foram
identificadas comparando sua mobilidade
eletroforética com a de marcador’ com pesos
moleculares de 28.000 daltons (D), 45.000 D,
66.000 D, 97.400 D, 116.000 D e 205.000 D e
das proteinas purificadas* albumina, transferrina,
ceruloplasmina, o,-antitripsina, haptoglobina e
imunoglobulina G.

Para as analises estatisticas, utilizou-se o
Statistical Analysis System (User’s... 1995).
Quando houve diferenga significativa entre os
proteinogramas, aplicou-se o teste Tukey para a
comparagdo das médias.

Os teores séricos de proteina total foram
similares entre os grupos e variaram de
6,82+1,07g/dl a  7,26x1,21g/dl;  portanto,
superiores ao valor de 4,2g/dl, citado por Perino
et al. (1993) como limite minimo necessario a
protecdo do recém-nascido. Embora ndo tenha
ocorrido diferenga significativa entre os teores
séricos de proteina total, a analise dos
proteinogramas dos 40 bezerros, 48 horas apds o
nascimento ¢ apo6s o fornecimento de colostro,
revelou a existéncia de trés padrdes de tragado
eletroforético, denominados proteinogramas
padrées 1, 2 e 3 (Tab. 1). A constatagdo de
diferengcas quali e quantitativas das fragdes
protéicas em bezerros de uma mesma
propriedade, submetidos ao mesmo tipo de
manejo, inclusive alimentar, indica que a sele¢do
de grupos experimentais para pesquisas dessa
natureza deve levar em conta tal fato, evitando
risco de considerar tal caracteristica fisiologica
como influéncia de tratamentos experimentais.

! Labtest, Belo Horizonte, MG

2 Labquest-Labtest, Belo Horizonte, MG

* Shimadzu CS9000, Shimadzu Corp., Kyoto, Japan
* Sigma Chemical Co., Saint Louis, MO, USA
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Dos 40 bezerros examinados, 19 (47,5%)
apresentaram proteinograma padrdo 1, no qual
foram observadas 14 proteinas, cujos pesos
moleculares (PM) variaram de 28.000 D a
170.000 D. A partir da metodologia utilizada, foi
possivel identificar oito delas: imunoglobulina A
(PM=139.000 D), ceruloplasmina (PM=125.000
D), fosforilase (PM=92.000 D), transferrina
(PM=79.000 D), albumina (69.000 D),
haptoglobina (PM=45.000 D), glicoproteina
acida (PM= 40.000 D) e imunoglobulina G
(PM=32.000 D). As outras seis proteinas nao
identificadas apresentaram pesos moleculares de
170.000 D, 58.000 D, 42.000 D, 37.000 D, 35.000 D
¢ 28.000 D. Onze bezerros (27,5%) apresentaram
proteinograma padrio 2, também com 14
proteinas, porém com pesos moleculares que
variaram de 18.000 D a 170.000 D. Foi possivel

identificar 10 delas: imunoglobulina A,
ceruloplasmina, fosforilase, transferrina,
albumina, o,-antitripsina (PM= 62.000 D),
haptoglobina, glicoproteina acida,

imunoglobulina G e hemoglobina (18.000 D). As
quatro proteinas ndo identificadas tinham pesos
moleculares de 170.000 D, 58.000 D, 35.000 D e
28.000 D. Um terceiro padrdo de tragado
eletroforético, proteinograma padrio 3, foi
constatado em 10 bezerros (25,0%). Foram
detectadas 12 fragdes protéicas, cujos pesos
moleculares variaram de 28.000 D a 170.000 D.
Foi possivel a identificagdo de sete delas:
imunoglobulina A, fosforilase, transferrina,
albumina, haptoglobina, glicoproteina acida e
imunoglobulina G. As cinco proteinas ndo
identificadas apresentaram pesos moleculares de
170.000 D, 58.000 D, 42.000 D, 35.000 D e 28.000
D. Dentre as principais diferencas constatadas nos
trés proteinogramas, destacam-se: o0s teores
significativamente superiores de ceruloplasmina e
de proteina com PM 28.000 D no proteinograma
1, em relacdo aos outros dois, e a presenga da
proteina com PM 37.000 D apenas nesse padrao
de proteinograma; a presenga da fragdo oy-
antitripsina somente no proteinograma 2 e, nesse
padrdo, o valor significativamente menor da
proteina com 58.000 D em relagdo aos demais
padroes e a auséncia das fracdes com PM 42.000
D e 37.000 D; e os teores significativamente
maiores de IgA e da proteina com PM 58.000 D
e menores de transferrina, haptoglobina e
glicoproteina acida. Possivelmente, a fragdo
hemoglobina detectada no proteinograma padrao
2 deve-se a hemolise da amostra, imperceptivel
ao exame visual de rotina.
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Tabela 1. Média e desvio-padrdo dos valores das fragdes protéicas (mg/dl) de trés proteinogramas de
bezerros da raga Holandesa, 48 horas apds o nascimento, obtidos em gel de poliacrilamida contendo

dodecil sulfato de sddio

Proteina total e fragdes

Peso molecular

Proteinograma 1

Proteinograma 2

Proteinograma 3

(daltons) (n=19) (n=11) (n=10)

Proteina total (g/dl) 6,82+1,07a 7,26+1,21a 6,94+0,96a
Naio identificada 170.000 108,26+66,17a 116,42£70,23a 142,61£76,18a
Imunoglobulina A 139.000 273,60+33,48a 262,11+26,31a 409,86+50,61b
Ceruloplasmina 125.000 40,37+20,18a 22,4619,08b ndo detectada
Fosforilase 92.000 33,94+19,71ab 43,64+20,62a 29,64+10,84b
Transferrina 79.000 388,67+36,34a 293,04433,12b 106,39+42,13¢
Albumina 69.000 2.903,18+321,49a 2.801,31£304,10a 2.703,98+296,71a
oj-antitripsina 62.000 ndo detectada 14,37+10,61 ndo detectada
Nio identificada 58.000 789,12+76,30a 581,75+60,43b 911,31498,96¢
Haptoglobina 45.000 76,21+£12,33a 87,36+11,98a 53,1249,31b
Nao identificada 42.000 56,64+10,73a nao detectada 29,41+16,64b
Glicoproteina acida 40.000 26,17£12,07a 30,08+13,17a 15,27+£10,73b
Nao identificada 37.000 29,40+16,32 nao detectada ndo detectada
Naio identificada 35.000 18,2849,62a 28,14£15,11ab 39,66+20,46b
Imunoglobulina G 32.000 1.869,07+£303,61a 1.965,621+238,41a 1.801,96+297,43a
Naio identificada 28.000 130,43+17,67a 632,04+58,38b 544,12+48,67c
Hemoglobina 18.000 ndo detectada 149,17+43,97 ndo detectada

Letras diferentes na linha indicam diferencas significativas entre proteinogramas (P<0,05).

Portanto, o proteinograma obtido em gel de
poliacrilamida contendo SDS-PAGE possibilitou
a deteccdo de até 14 proteinas no tragado
eletroforético de bezerros recém-nascidos da raga
Holandesa, 48 horas apds o nascimento.
Proteinogramas obtidos em gel de agarose e em
fitas de acetato de celulose (Keay e Doxey, 1982;
Fagliari et al., 1988; Borges et al., 2001),
comumente utilizados na pratica veterinaria,
permitiram a detec¢do de cinco a sete grupos de
proteinas. Pode-se considerar que a grande
vantagem do uso da técnica SDS-PAGE, em
relacdo as demais técnicas de eletroforese, é a
possibilidade de identificagdo de maior nimero
de proteinas  especificas, em  especial
imunoglobulina G e proteinas de fase aguda,
como ceruloplasmina, oj-antitripsina,
transferrina, haptoglobina e glicoproteina acida.
Enquanto a  concentragdo sérica  de
imunoglobulina G permite avaliar a imunidade
do recém-nascido (Menateau-Horta, 1985;

Adams et al., 1993; Barragry, 1997; Fagliari e
Silva, 2002; Fagliari et al., 2003), as proteinas de
fase aguda auxiliam no diagnostico precoce € no
prognéstico de enfermidades inflamatorias, tdo
comuns em neonatos.

Concluindo, pode-se considerar que a técnica
SDS-PAGE, para fracionamento de proteinas do
soro sangiiineo, pode ser util como método
auxiliar de avaliagdo da imunidade passiva ¢ de
diagnostico e progndstico de doengas em
bezerros neonatos. No entanto, devem-se
considerar as diferengas fisiologicas,
possivelmente  decorrentes de  influéncia
genética, entre os proteinogramas de bezerros
recém-nascidos, evitando-se risco de
interpretacdo incorreta dos resultados.

Palavras-chave: bezerro,
eletroforese, SDS-PAGE

proteinograma,

ABSTRACT

The serum protein concentration of newborn Holstein calves determined by means of sodium dodecyl
sulphate-polyacrylamide (SDS-PAGE) was studied. Blood samples from 40 healthy newborn calves were
obtained 48 hours after birth. Calves had been given 3 liters of colostrum within 2 hours after birth,
Jfollowing by dose corresponding by 15% of animal weight each 24 hours. The results showed three
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different proteinograms: 19 calves had 14 proteins with molecular weights (MW) ranging from 28,000 D
to 170,000D (proteinogram 1); 11 calves had 14 proteins with MW ranging from 18,000 to 170,000 D
(proteinogram 1); and 10 calves had 12 proteins with MW ranging from 28,000 D to 170,000 D
(proteinogram 3). The three groups presented similar IgG levels. The highest serum concentration of
ceruloplasmin were verified in proteinogram 3, which had the lowest serum level of protein with MW
58,000D. It was verified a;-antitrypsin only in proteinogram 2, which had no proteins with MW of 42,000
D and 37,000D. The highest serum concentrations of IgA and protein with MW 58,000 D, and the lowest
serum levels of transferrin, haptoglobin, and acid glycoprotein were verified in proteinogram 3.
Measurement of serum protein concentrations by SDS-PAGE may be useful in monitoring the occurrence
of hypogammaglobulinemia and the neonatal disease in calves.

Keywords: calf, proteinogram, electrophoresis, SDS-PAGE
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