Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.61, n.5, p.1044-1048, 2009

Proteinograma sérico de cies sadios e com linfoma obtido por eletroforese
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

[Serum protein concentrations in healthy dogs and dogs with lymphoma by means of sodium
dodecil sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)]

S.G. Calazans', C.R. Daleck?,1J. Fagliariz, C.F. Repetti3, A.B. De Nardi*, JH.T. Castro', S.C.
Fernandes', JR.F. César', SM. Rodigheri1

'Aluno de pos-graduagio - FCAV-UNESP — Jaboticabal
“Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - UNESP — Jaboticabal, SP
*Universidade de Marilia (Unimar)— Marilia, SP
*Universidade de Franca (Unifran) — Franca, SP

RESUMO

Foram avaliadas amostras de soro sanguineo de 10 cédes sadios e de 12 com linfoma, utilizando-se a
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio. Houve diferenca entre as médias
dos teores de proteina total de caes sadios, 7,68g/dL+0,46 ¢ de cdes com linfoma, 7,93g/dL+2,49. As
concentragoes de IgA e IgG ndo foram diferentes entre os grupos. Os teores das proteinas de pesos
moleculares 142000, 110000, 52000, 49000, 24000 e 18000 daltons foram mais elevados em cdes com
linfoma. Os cdes com linfoma apresentaram concentracdes mais elevadas de ceruloplasmina,
43,95mg/dL+£18,19, e haptoglobina, 554mg/dL.+449,51, e menores de albumina, 2908mg/dL+476,67, em
comparacdo aos cdes sadios (ceruloplasmina: 3,42mg/dL+7,44; haptoglobina: 94,54mg/dL£59,50 e
albumina: 4207mg/dL+206,18). Conclui-se que concentra¢des séricas mais elevadas de ceruloplasmina e
haptoglobina e menores de albumina podem estar associadas ao linfoma em cées.
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ABSTRACT

Blood serum samples of ten healthy dogs and 12 dogs with lymphoma were evaluated by means of sodium
dodecil sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis. There was difference in total protein concentrations
among healthy dogs, 7.68g/dL+0.46 and dogs with lymphoma, 7.93g/dL+2.49 values of immunoglobulins
A and G presented no difference between groups. Serum proteins with molecular weights 142,000,
110,000; 52,000; 49,000, 24,000, and 18,000 Daltons presented increased concentrations in dogs with
lymphoma. Dogs with lymphoma presented increased ceruloplasmin (43.95mg/dL+18.19) and
haptoglobin (554mg/dL+449.51) values and lesser albumin concentration (2,908mg/dL£476.67) when
compared to healthy dogs (ceruloplasmin: 3.42mg/dL+7.44; haptoglobin: 94.54mg/dL+59.50, and
albumin: 4,207mg/dL£206.18). In conclusion, increased ceruloplasmin and haptoglobin and lesser
albumin serum concentrations are possibly related to lymphoma in dogs.
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INTRODUCAO (Teske, 1996). Devido a essa similaridade, a

espécie canina torna-se modelo de estudo para a

O linfoma em caes é muito semelhante ao espécie humana (Greenlee et al., 1990; Teske,
linfoma humano, particularmente com relagio as 1996; Dhaliwal et al., 2003).

caracteristicas  histoloégicas e imunologicas o
Por causar disturbios na homeostase, o

desenvolvimento de neoplasias pode desencadear
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resposta de fase aguda, ocasionando alteragdo de
algumas proteinas sanguineas, denominadas
proteinas de fase aguda, sobretudo quando ha
necrose tecidual ou reacdo inflamatdria
secundaria (Gruys et al., 1994). Essas proteinas
sdo, em sua maioria, glicoproteinas sintetizadas
pelo figado e reguladas por citocinas, tais como:
fator de necrose tumoral (TNF), interleucina-1
(IL-1) e principalmente interleucina-6 (IL-6)
(Gruys et al., 1994; Gabay e Kushner, 1999;
Mischke e Eckersal, 2005).

A eletroforese em gel de poliacrilamida contendo
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) ¢
relativamente simples e de baixo custo,
possibilitando a visualizagdo de concentra¢des
proteicas extremamente baixas e a identificagdo
de 20 a 30 proteinas, requerendo
microquantidade de amostra (Gordon, 1995).
Essa técnica tem sido utilizada para obtencao do
proteinograma em diversas espécies (Fagliari et
al., 1998, 2008; Saquetti et al., 2008).

O presente estudo teve como objetivo
caracterizar o perfil das proteinas de fase aguda
do soro sanguineo de cdes sadios e cdes com
linfoma.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliados 22 cdes com ou sem raca
definida, sendo 10 animais sadios (cinco machos
e cinco fémeas), constituindo o grupo-controle e
12 animais com linfoma (sete machos e cinco
fémeas), cujo diagnostico foi obtido mediante
avaliacdo citologica e/ou histopatologica do
tecido ou orgdo acometido, por citologia
aspirativa por agulha fina, bidpsia incisional ou
excisional.

Os cées foram submetidos a coleta de sangue,
mediante puncdo da veia jugular. Apés obtengdo
do soro, as concentragdes de proteinas totais
foram determinadas pelo método do biureto. Para
o fracionamento das proteinas, realizou-se
técnica descrita por Lammeli (1970). Os pesos
moleculares e as concentragdes das fragdes
proteicas foram determinados por densitometria
computadorizada'. Para a identificagio das
proteinas, foram utilizados marcadores de pesos
moleculares 29000, 45000, 66000, 94000 e

'Shimadzu CS-9301- Téquio, Japdo.
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205000 daltons (D) além das proteinas
purificadas haptoglobina, ceruloplasmina,
transferrina, antitripsina e imunoglobulina G.
Para a avaliacdo densitométrica das bandas
proteicas, foram confeccionadas curvas de
referéncia com base na leitura do marcador
padrdo.

Para determinar se os proteinogramas diferiram
entre os cdes sadios € com linfoma, os dados
foram submetidos a analise de variancia,
considerando nivel de significancia de 5%,
utilizando-se o programa estatistico SAS/1999-
2002.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos tragados densitométricos do soro sanguineo
de caes sadios e de cdes com linfoma, foram
detectadas 16 e 17 proteinas, respectivamente
(Tab. 1) (Fig. 1). Com relagéo ao teor de proteina
total, notou-se menor valor (P<0,05) em caes
sadios, 7,68g/dL+0,46, em comparacdo com o
verificado em cdes com linfoma, 7,93g/dL+2.,49.
Caes com alta taxa de proteina total, ou com
evidéncia da fracdo de globulina alta no perfil
bioquimico devem ser avaliados mediante
eletroforese sérica (Vail et al, 2001). A
hiperglobulinemia é observada em
aproximadamente 20% dos cdes com linfoma,
provavelmente por consequéncia da
hipergamaglobulinemia (Cardoso et al., 2004).
As neoplasias linfoproliferativas originarias das
células B estdo ocasionalmente associadas as
gamopatias, devido & maior producdo de
globulinas (Dorfman e Dimski, 1992; Giraudel et
al., 2002) ou uma subunidade da imunoglobulina
(componente M) (MacEwen e Hurvitz, 1977). As
imunoglobulinas A ¢ G (cadeia leve ¢ pesada)
foram identificadas nos tragados eletroforéticos
dos animais e ndo apresentaram diferenga
significativa (P>0,05) entre os animais sadios e
com linfoma. Este resultado, semelhante ao
obtido por Madewell (1997) em caes com
linfoma e sadios, ¢ atribuido ao fato de haver
grande variacdo na concentracdo sérica de
imunoglobulinas tanto em cdes sadios, como em
cées com linfoma.
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Tabela 1. Médias e desvios-padrdo das concentragdes séricas das proteinas (mg/dL) verificadas no
proteinograma obtido em gel de poliacrilamida de cées sadios e cdes com linfoma

Proteina

Peso molecular

Cies sadios

Cées com linfoma

(d) (n=10) (n=12)
Proteina 1 168.000 56,98+17,88 24,44+10,17
Imunoglobulina A 145.000 25,91+10,06 19,11£16,99
Proteina 2 142.000 29,78+8,27 31,25+20,74
Proteina 3 138.000 54,13+£32,11a 17,72+20,78b
Ceruloplasmina 125.000 3,42+7 44a 43,95+18,19b
Proteina 4 110.000 17,89+7,53a 30,04+30,38b
Albumina 65.000 4.207+206,18a 2.908+476,67b
Proteina 5 63.000 54,20+77,23 122,10+108,06
Imunoglobulina G 57.000 1.002499,11 998+907,23
(cadeia pesada)
Proteina 6 52.000 16,80+4,89a 32,34+23,33b
Proteina 7 49.000 5,91+4,88a 28,12+18,85b
Proteina 8 45.000 7,66+6,17 19,00+9,96
Haptoglobina 42.000 94,54+59,50a 554+449,51b
Imunoglobulina G 36.000 603+596,50 814+666,91
(cadeia leve)
Proteina 9 32.000 876+140,41 556+211,02
Proteina 10 24.000 Oa 7,43+16,92b
Proteina 11 18.000 4,77+7,69a 121+115,48b

Letras diferentes na mesma linha indicam diferengas significativas (P<0,05) entre as proteinas.
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Figura 1. Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de s6dio (SDS-PAGE) realizada
com amostras de soro sanguineo de cdes com linfoma.
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Algumas proteinas de fase aguda como a
ceruloplasmina e haptoglobina podem ser tuteis
em indicar a intensidade da reagdo inflamatdria,
como descrito por Solter et al. (1991). Os caes
com linfoma apresentaram concentragdes mais
altas de ceruloplasmina em relagdo aos sadios
(P<0,05), sugerindo reagdo inflamatdria nestes
animais. Com relagdo a haptoglobina, os caes
com linfoma apresentaram concentragdes mais
elevadas quando comparados aos cdes sadios
(P<0,05), semelhante aos resultados obtidos por
Mischke e Eckersall (2005) que, ao avaliarem
essa proteina em cdes com linfoma,
consideraram esses achados indicadores de
infeccdo e septicemia. A albumina ¢ considerada
uma proteina de fase aguda negativa nos
mamiferos, ou seja, sua concentragdo diminui em
resposta a inflamacdo aguda (Murata et al.,
2004). Essa proteina apresentou concentragdes
maiores nos cdes sadios (P<0,05) devido a
manifestacdo de hipoalbuminemia em céaes com
linfoma, o que pode sugerir progndstico
desfavoravel (Price et al., 1991).

Em cées com linfoma, as concentragdes das
proteinas de pesos moleculares 142000, 110000,
52000, 49000, 24000 e 18000D foram mais
elevadas (P<0,05). Os tracados densitométricos
dos cdes sadios e dos cdes com linfoma
mostraram que a proteina de peso molecular
24000D esteve ausente nas amostras dos cdes
sadios. As proteinas com pesos moleculares
168000, 138000, 63000, 45000 e 32000D ndo
diferiram estatisticamente entre os cdes sadios e
com linfoma.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos pela SDS-PAGE sugerem
que concentragdes séricas mais elevadas de
ceruloplasmina e haptoglobina e menores de
albumina podem estar associadas ao linfoma em
caes.
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