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RESUMO

Estudou-se o perfil eletroforético das proteinas séricas de bovinos sadios da raca Curraleiro por meio da
técnica de eletroforese em gel de acrilamida contendo dodecil sulfato de sodio. Utilizaram-se amostras de
soro sanguineo de 228 bovinos da raga Curraleiro, 51 machos e 177 fémeas, com idades entre sete meses
e 12 anos, pertencentes a dois rebanhos localizados nos Estados de Goidas e Tocantins. Foram
quantificadas proteina total e concentragdo plasmatica de fibrinogénio. Verificaram-se variagdes nas
concentragdes das diferentes fragdes proteicas. Foram detectadas 26 proteinas e identificadas 10 delas. A
ceruloplasmina esteve ausente em 78,1% dos individuos, e a a-antitripsina ndo foi detectada em nenhum
animal. Proteina total, globulina, IgA, IgG e fibrinogénio aumentaram com a idade e houve correlagdo
positiva entre os niveis séricos de haptoglobina e al-glicoproteina acida.
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ABSTRACT

The eletrophoretic serum protein profile in healthy Curraleiro bovine breed was studied by dodecyl
sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis. A total of 228 serum samples from Curraleiro cattle, being
51 males and 177 females were analyzed. They were from seven month to 12-year-old and were raised in
two farms of Goias and Tocantins states. Total protein and plasma fibrinogen quantification were
performed. It was possible to verify variation in proteins fractions concentration. Twenty-six proteins
were detected and ten of them were identified. Ceruloplasmin was absente in 78,10% of animals and o-
antitrypsin was not detected. The total protein, globulin, IgA, IgG, and fibrinogen increased with age and
there was a positive correlaction between haptoglobin and ol-acid glycoprotein.
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INTRODUCAO técnica SDS-PAGE em medicina veterinaria
pode ser util na avaliagdo da cinética das

O fracionamento eletroforético representa um imunoglobulinas e de proteinas de fase aguda.

dos mais confiaveis métodos de identificacdo de ] ) ) )
proteinas sanguineas. Gordon (1995) relatou que As 1munoglobu11na.s representam a 1m~un1dade
a técnica de eletroforese em gel de acrilamida humoral dos animais, ¢ sua quantificagdo pode

contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) ¢ ser especialmente importante na avaliagio da
relativamente  simples e de baixo custo imunidade colostral conferida aos bezerros nas

possibilitando a  visualizagio de baixas primeiras 48 horas de vida (Fagliari et al., 2006).

concentragdes séricas e a quantificagdo de varias

proteinas com boa acuricia. O emprego da O monitoramento da concentra¢do das proteinas

de fase aguda representa uma ferramenta
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importante no diagnostico precoce, na avaliagdo
do grau de severidade e acompanhamento da
recuperacdo de enfermidades inflamatorias e
infecciosas e na detecg¢do de diferentes condigdes
de estresse, com a finalidade de priorizar o bem-
estar animal (Petersen et al., 2004). Entretanto, a
padronizagdo dos métodos e dos valores de corte
¢ uma necessidade, ainda ndo totalmente
estabelecida (Skinner, 2001; Ramirez et al,,
2002).

A raga Curraleiro (Bos taurus ibericus) ¢ um
importante patrimonio genético trazido pelos
portugueses ainda no periodo colonial, que
sofreu selecdo natural de aproximadamente 500
anos. No entanto, essa populagdo estd sob risco
de extingdo e faz-se necessdria a ampliacdo do
conhecimento  sobre  suas  caracteristicas
fisiologicas como forma de estabelecer métodos
para a elaboracdo de estratégias de manejo,
acompanhamento e conservagao da raca.

O objetivo deste trabalho foi estabelecer o
proteinograma sérico e a concentragdo de
fibrinogénio plasmatico da raga Curraleiro, em
diferentes faixas etarias.

MATERIAL E METODOS

Foram examinadas amostras de soro sanguineo
de 228 bovinos da raga Curraleiro, 51 machos e
177 fémeas, com idade variando entre sete meses
e 12 anos, pertencentes a dois rebanhos
localizados nos Estados de Goias e Tocantins.
Todos os animais foram submetidos a exames
semiotécnicos e considerados clinicamente
higidos.

A concentragdo sérica de proteina total foi
determinada pelo método do biureto, utilizando-
se conjunto de reagentes comercial' e leitura da
amostra em espectrofotdometro’. Para o
fracionamento das proteinas séricas, utilizou-se a
técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida
SDS-PAGE, proposta por Weber e Osborn
(1969). A leitura das fragdes proteicas foi
realizada em videodensitdmetro®. As proteinas
foram  identificadas = comparando-se  sua
mobilidade eletroforética com a de marcador
com pesos moleculares de 28.000 daltons (D),

'Labtest® - Belo Horizonte, Brasil.
Bioplus®, modelo Bio-2000 IL-A2 - Sdo Paulo, Brasil.
*Shimadzu CS9000, Shimadzu Corp.- Kyoto, Japio.
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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, imunoglobulina A (IgA) e
imunoglobulina G (IgG) de cadeias leve e
pesada.

Foi realizada a quantificagdo de fibrinogénio,
pela técnica de precipitagio no tubo de
microematdcrito a 56°C, segundo Jain (1993).

Os resultados foram analisados pelo software
GraphPad Prism 5 for Windows’, comparando-se
as meédias entre grupos pelos testes ndo
paramétricos  Kruskall-Wallis ou  Mann-
Whitmann. Utilizou-se a correlagdo de Spearman
e foram considerados trés niveis de correlagao
para a interpretacdo dos resultados obtidos: fraco
(de 0% a 30% de probabilidade); médio (de 31%
a 70% de probabilidade) e alto (a partir de 70%
de probabilidade), conforme descrito por
Sampaio (1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 26 proteinas foi verificado no
tragado densitométrico obtido em SDS-PAGE,
dez delas identificadas nominalmente (Tab. 1).
Muitas fragdes proteicas estiveram ausentes em
alguns animais, principalmente a ceruloplasmina,
uma proteina de fase aguda (PFA). A «-
antitripsina, outra PFA, ndo foi detectada em
nenhum animal, mas ndo foi estabelecido um
padrdo de comportamento em relagdo a auséncia
das proteinas na populagdo, como foi realizado
por Fagliari et al. (2006), no qual foram
identificados  trés  grupos  distintos  de
proteinogramas em bezerros. Entretanto, deve-se
levar em consideragdo que os animais utilizados
eram provenientes de diferentes propriedades e
grupos  genéticos, portanto uma variagdo
qualitativa e quantitativa do perfil proteico era
esperada.

A concentracdo de proteina total (PT) e de
globulinas (G) apresentou média e desvio-padrao
dentro de valores citados por Barini (2007) para
animais da raca Curraleiro, mas o teor de
albumina (A) obtido foi maior do que o
encontrado pela autora. Souza (1997) descreveu
concentragdes de PT para a raga Holandesa

4Sigma Chemical Co. - Saint Louis, MO, EUA.
>GraphPad Software, Inc. - San Diego, CA, EUA.

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.61, n.3, p.533-538, 2009



Proteinograma sérico de bovinos...

(7,57£0,09g/dL) proximas as obtidas neste
trabalho. Comparando com resultados citados
por Souza et al. (2004), os valores de A foram
maiores do que os relatados para raga Jersey
(3,24+0,28g/dL) e Holandesa (3,08+0,25g/dL),
entretanto a dosagem de G foi maior que a da
raca Jersey (3,13£0,81g/dL) em animais mais
velhos, mas semelhante a da Holandesa
(3,73+0,99¢g/dL). Jordan et al. (2006) verificaram
valores mais elevados de PT (8,9+1,4g/dL) e G
(5,5+1,3g/dL) e mais baixos de A (3,1+0,4g/dL),
em animais da raga Toro de Lidia, enquanto
Griinwaldt et al. (2005) obtiveram valores
maiores de A (4,20+0,58g/dL) ¢ menores de G
(3,30+0,13g/dL) em vacas da raca Criollo
Argentino.

Tabela 1. Fragdes proteicas e pesos moleculares
(Daltons; D) detectados no proteinograma sérico de
228 bovinos da raga Curraleiro, por meio de
eletroforese em gel de poliacrilamida

Fragéo proteica Peso molecular (D)

Nao identificada* 165.000
Nao identificada 158.000
Nao identificada 150.000
IgA 142.000
Nao identificada 138.000
Nao identificada 122.000
Nao identificada 113.000
Ceruloplasmina 110.000
Nao identificada 101.000
Nao identificada 95.000
Fosforilase 92.000
Hemopexina 83.000
Transferrina 75.000
Albumina 66.000
IgG cadeia pesada 60.000
Nao identificada 53.000
Haptoglobina 44.000
al-Glicoproteina acida 40.000
Nao identificada 38.000
Nao identificada 36.000
IgG cadeia leve 32.000
Nao identificada 30.000
Nao identificada 26.000
Nao identificada 23.000
Nao identificada 18.000
Hemoglobina 16.000

*Nao identificada nominalmente porque ainda ndo ha
disponibilidade de proteina purificada para tal fim.

As concentragdoes de PT e G no soro sanguineo
aumentaram (P<0,05) com a idade, enquanto o
teor de A manteve-se constante nas diferentes
faixas etarias (Tab. 2). Barini (2007) observou
comportamento semelhante em animais dessa
mesma raga.
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Segundo Jain (1993), o leve decréscimo na
concentragdo de A e um aumento progressivo de
G sao fisiologicos e estdo relacionados a maior
producdo de imunoglobulinas (Ig), pela
exposi¢do antigénica dos individuos com o
avancar da idade. Isso poderia explicar o
aumento significativo (P<0,05) dos niveis de IgA
e IgG, a partir dos 25 meses de idade,
encontrados nestes animais.

A relacdo A:G foi semelhante a encontrada por
Souza et al. (2004), para as ragas Jersey
(1,10+£0,29g/dL), Holandesa (0,914+0,36). Na
raca Criollo Argentino (1,27g/dL), estudada por
Griinwaldt et al. (2005), a relacdo também foi
proxima a deste estudo, mas maior que a da raga
Toro de Lidia (Jordan et al., 2006), que foi de
0,56g/dL.

Os valores encontrados de fibrinogénio (F) estdo
dentro da média e desvio padrdo encontrados por
Borges  (2008), que estudou  bovinos
naturalizados da raga Pantaneira e citou
0,47+0,19g/dL para animais até dois meses de
idade, 0,35+0,17g/dL de seis a 12 meses, seguido
de elevagdo constante até o pico maximo de
valores em animais com mais de 60 meses
(493,65+199,52mg/dL), isto é, houve aumento
significativo dessa proteina com o avangar da
idade. Da mesma forma, a concentragdo de F foi
menor (P<0,05) até os 12 meses em bovinos da
raca Curraleiro. A média da relagao PT:F situou-
se na faixa de normalidade estabelecida por Jain
(1993). Esse autor citou ndo haver alteragdo dos
niveis plasmaticos de fibrinogénio com a
mudanca de idade, entretanto alguns fatores,
como alteracdo hidroeletrolitica, vacinagdo e
gestacdo e parto, podem elevar temporariamente
sua concentragao.

A literatura cita valores entre 0,08 a 0,8g/dL para
concentragdo de IgA em bovinos (Buttler, 1971).
Segundo Kiddy et al. (1971), os niveis de IgA
diferem nas semanas pré (0,12+0,008g/dL) e pos
parto (0,05+0,01g/dL). Fagliari et al. (2006), ao
avaliarem a transferéncia passiva dessa Ig,
encontraram valores entre 0,26 e 0,40g/dL em
bezerros da raga Holandesa, 48h apos o
nascimento. A fun¢do da IgA na resposta
imunologica dos animais de produgdo ndo foi
totalmente elucidada, mas seu papel parece estar
relacionado a um estimulo inflamatério como
uma segunda linha de defesa na eliminagdo de
patogenos que tenham rompido a barreira das
superficies mucosas (Snoeck et al., 2006).
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Tabela 2. Média, desvio-padrao (s) e amplitude de variacdo dos valores de proteina total (PT), das fragdes
proteicas (g/dL) e das relagdes PT:fibrinogénio (F) e albumina(A):globulina(G) de bovinos da raga Curraleiro

de diferentes faixas etarias

Faixa etaria (meses)

A 0aé6 Tal2 13a24 25a36 37 a>48
Parametro
(n=19) (n=36) (n=50) (n=32) (n=91)
PT Médiazts 7,63£0,74 7,64+1,19 7,97+0,95 8,0320,96 8,3040,99
(g/dL) amplitude 6,50-9,10 5,40-9,80 4,80-9,60 5,80-10,00 6,50-11,00
Fibrinogénio ~ Médiats 0,40+0,3 0,44+0,25 0,5540,22 0,55£0,25 0,540,25
(g/dL) amplitude 0,20-1,30 0,10-1,10 0,10-1,10 0,20-1,00 0,10-1,40
Albumina  Médiats 3,88+0,54 3,92+0,58 4,00+0,59 3,99+0,51 3,9940,54
(g/dL) amplitude 2,24-532 2,87-5,11 2,67-5,71 2,90-5,19 2,66-5,45
Globulinas  Médiats 3,75+0,86 3,71£0,94 3,97+0,84 4,30£0,75 4,30+0,77
(g/dL) amplitude 2,65-5,38 2,14-6,28 2,12-5,84 2,90-5,55 3,02-6,22
IgA Médiats 0,3120,07 0,290,08 0,28+0,09 0,33£0,06 0,33£0,09
(g/dL) amplitude 0,18-0,50 0,15-0,48 0,14-0,72 0,20-0,46 0,15-0,64
IgG Meédiats 2,29+0,71 2,20+0,68 2,4240,63 2,61+0,47 2,78+0,55
(&/dL) amplitude 1,44-3,65 1,7-4,07 1,33-3,87 1,49-3,41 1,45-4,24
—_— Médiats 27,46+17,56 21,88+17,81 18,13+14,23 18,4249,53 19,56+11,50
: amplitude 5,00-80,00 6,00-84,00 7,00-84,00 7,00-39 6,00-70,00
AG Médiats 1,11£0,37 1,1240,30 1,06+0,29 1,01£0,17 0,96£0,21
' amplitude 0,50-1,70 0,61-1,68 0,50-1,82 0,69-1,51 0,54-1,60

Moll (1971) descreveu niveis séricos de IgG para
a raga Holandesa (1,45+0,63g/dL) e Jersey
(1,05+0,41g/dL). Os valores obtidos no presente
trabalho foram mais altos que os descritos por
Fagliari et al. (2006) de 1,96+0,26g/dL, para
bezerros recém-nascidos. Feitosa e Birgel (2000)
citaram  valores proximos no  pré-parto
(2,46+0,83g/dL) e parto (2,290+0,79g/dL), em
vacas da raca Holandesa, entretanto, aos 30
(3,46+0,88g/dL) e 180 dias (3,74+0,79g/dL) apos
o parto, sua concentracdo foi maior do que a
encontrada para a raga Curraleiro com idade
acima de 25 meses.

A concentragdo de ceruloplasmina (Tab. 3) foi
menor que a encontrada por Fagliari et al. (2006)

em bezerros recém-nascidos. Essa proteina de
fase aguda esteve ausente em 78,1% dos animais
amostrados, situagdo descrita em um grupo de
animais por esses autores. Em humanos, existem
variantes eletroforéticas dessa proteina, e os
mecanismos que interferem na concentragdo
sérica e nas suas fun¢des in vivo na homeostase
do ferro e cobre sio pouco conhecidos. Em
suinos, a deficiéncia de cobre esta associada a
diminuicdo dos niveis de ceruloplasmina, com
consequente acimulo de ions ferro nos tecidos,
enquanto em cades essa proteina atua como
ferroxidase, responsavel pela captagdo desse
elemento, incorporando-o & transferrina
(Hellman e Gitlin, 2002)

Tabela 3. Média, desvio-padrao (s) e amplitude de variagdo dos valores (mg/dL) das fragdes proteicas
nominalmente identificadas, obtidas em eletroforese em gel de poliacrilamida, de bovinos da raga Curraleiro

de diferentes faixas etarias

Faixa etaria (meses)

Proteina 0ab Tal2 13a24 25a36 37 a>48
(n=19) (n=36) (n=50) (n=32) (n=91)
Ceruloplasmina Médiats 0,96+4,20 0,50+1,70 0,65+1,92 1,54+4,58 1,35+4,27
amplitude 0-18,30 0-8,56 0-11,31 0-22,41 0-29,10
Fosforilase Média+s 16,42+13,31 16,58+17,30 20,97+18,59 15,92+15,28 23,36+23,61
amplitude 0-53,72 0-56,357 0-78,43 0-53,08 0-177,97
Hemopexina Médiats 68,00+38,67 54,28+55,31 67,73+63,70 81,40+66,33 79,17+65,59
amplitude 0-137,54 0-216,17 0-277,17 0-302,96 0-266,75
Transferrina Médiats 251,61+210,51 199,07+125,30 241,50+172,69 242,02+167,29 209,06+178,38
amplitude 0-676,80 0-740,77 0-796,92 0-752,35 0-920,73
Haptoglobina Médiats 28,15+18,64 25,66+11,54 27,35+12,18 22,57+15,43 27,49+14,04
amplitude 0-84,84 12,17-43,80 3,36-58,65 0-51,15 0-69,96
al1-Glicoproteina Média+ts 25,86+20,28 21,05+14,81 26,79+14,99 27,17£15,11 29,91+£27,05
acida amplitude 0-94,50 0-78,17 0-64,14 0-64,45 0-224,47
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Moser et al. (1994), ao avaliarem os teores de
transferrina em vacas e bezerros em diferentes
condigdes fisioldgicas e sanitarias, verificaram
valores entre 200 a 660mg/dL em animais sadios,
semelhantes aos relatados neste estudo,
entretanto ndo houve diferenca entre as faixas
etarias, diferente dos resultados obtidos por esses
autores, que relataram menor concentragdo dessa
proteina em animais adultos.

Os teores de haptoglobina foram mais baixos que
os descritos por Fagliari et al. (2006) e diferentes
daqueles verificados por Eckersall e Conner
(1988), que citaram sua auséncia em animais
sadios ou em concentragdes muito baixas em
bezerros. A concentragcdo dessa proteina de fase
aguda foi mais alta que a encontrada por Ramirez
et al. (2002), em vacas da raga Holandesa e
mesticas (17,5 a 17,7mg/dL); também foi
diferente dos achados de Chan et al. (2004), que
estudaram as oscilagbes nos teores dessa
proteina, durante o periodo de um ano, em vacas
da raca Holandesa, e obtiveram valor basal de
7,36mg/dL.

Observou-se correlacdo positiva média entre os
valores da al-glicoproteina 4cida e de
haptoglobina. Cairoli et al. (2006) descreveram
comportamento semelhante e pequena elevagdo
fisiologica dessas proteinas no periodo pré-parto.
A concentracdo de al-glicoproteina acida foi
semelhante aos valores encontrados por Fagliari
et al. (2006) e proxima a média obtida para vacas
adultas da raca Holandesa (28,32+8,23mg/dL),
citada por Tamura et al. (1989). E possivel que a
al-glicoproteina acida participe na manutengdo
da homeostase local, reduzindo os danos
teciduais provocados pelos processos
inflamatorios, e esteja envolvida no processo de
resisténcia as bactérias (Lecchi et al., 2009).

Embora a raca Curraleiro tenha sua origem em
ragas europeias, como a Jersey ou a Holandesa, e
seja uma adaptacdo das ragas ibéricas, como a
Toro de Lidia e a Criollo Argentino, utilizadas
para a discussao dos resultados deste trabalho, as
diferencas e semelhangas encontradas sdo
compreensiveis, pois pode haver interferéncia
multipla de fatores genéticos, nutricionais,
metabolicos, fisioldgicos e imunoldgicos nos
niveis das proteinas (Kaneko, 1997).
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CONCLUSAO

Foi possivel verificar variagdes significativas nas
concentragoes de PT, G, IgA, IgG e fibrinogénio
em relacdo a idade e correlacdo positiva entre os
niveis séricos de haptoglobina e al-glicoproteina
acida. Os resultados descritos podem ser uteis em
estudos comparativos da raga Curraleiro,
entretanto hd necessidade de pesquisar sobre a
relevancia dessas proteinas na avaliagdo de
estados clinicos e fisiologicos desses animais.
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