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Proteinograma de cabras acometidas por toxemia da prenhez*

Serum protein electrophoresis in goats with pregnancy toxemia
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Resumo

Os estudos sobre a toxemia da prenhez (TP) em caprinos, quando comparados aos ovinos, tém sido menos frequentes, ndo
havendo relatos no Brasil sobre o proteinograma de cabras acometidas por casos clinicos naturais da doenga. Assim, realizou-
se o proteinograma de cabras com TP, visando avaliar o comportamento biolégico das proteinas de fase aguda (PFA), além
de indicadores bioquimicos e hormonais nesta enfermidade. Foram avaliadas 36 cabras diagnosticadas com TP, na Clinica de
Bovinos - campus Garanhuns/UFRPE e em propriedades. Os animais foram submetidos ao exame clinico e ultrassonografico,
seguido de coleta de sangue e urina para exames laboratoriais. As cabras apresentaram sinais clinicos de TP, com valores
de beta-hidroxibutirato (BHB) e acidos graxos nao esterificados (AGNE) elevados e glicose normal. Cetonuria foi observada
em todos os animais. No proteinograma, houve aumento nos niveis séricos de haptoglobina. O perfil hormonal revelou niveis
séricos elevados de cortisol e reduzidos de insulina. Em conclus&o, o severo transtorno metabdlico provocado pela TP em cabras
provoca elevacgao dos niveis séricos de haptoglobina, além das alteragdes no perfil bioquimico e hormonal, refletindo marcantes
modificagdes no metabolismo lipidico.
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Abstract

Studies on pregnancy toxemia (TP) in goats, when compared with ovine, have been less common, and there are no reports in
Brazil that include serum protein electrophoresis in goats with the naturally occurring form of the disease. As such, serum protein
electrophoresis in goats with TP was performed to evaluate the biological behavior of acute phase proteins (PFA), as well as
biochemical and hormonal indicators of this disease. Thirty-six goats diagnosed with TP were evaluated in the Bovine Clinic —
Garanhuns Campus/UFRPE and private properties. The goats underwent physical exam and ultrasound, followed by collection of
blood and urine for laboratory exams. The goats had clinical signs of TP, with elevated levels of beta-hydroxybutyrate (BHB) and
non-esterified fatty acids (AGNE), and normal glucose levels. Ketonuria was seen in all animals. On serum protein electrophoresis,
there were elevated levels of haptoglobin. The hormone profile showed elevated levels of cortisol and decreased levels of insulin.
In conclusion, the severe metabolic disturbance caused by TP in goats causes an elevation of serum levels of haptoglobin, as well
as changes in the biochemical and hormonal profiles, which reflect significant alterations in lipid metabolism.

Keywords: acute phase proteins, caprine, electrophoresis, hormones, metabolic disease.

Introducao acometidos. Ilgualmente, sintomatologia nervosa como tremores
musculares, incoordenag¢ao motora, presséo da cabega contra
objetos, opistétono, amaurose e convulsées também podem
ocorrer (Campos et al. 2010; Santos et al., 2011; Souto et al.,
2013). O diagnéstico é realizado com base na epidemiologia,

A toxemia da prenhez (TP) € uma enfermidade metabdlica que
geralmente acomete cabras e ovelhas, com fetos multiplos,
no terco final da gestagdo (Mobini et al., 2005). O transtorno

metabdlico desencadeado pela TP € decorrente de um déficit  jnais clinicos e confirmado pela detecgdo dos corpos cetdnicos
energético, uma vez que a demanda dos fetos por glicose g sangue e na urina (Rook, 2000). Ataxa de mortalidade pode
excede a energia fomecida pela dieta e também das reservas  5jcancar indices de 80% dos animais enfermos, principalmente
de glicogénio hepatico. Logo, outras fontes de energia s&0  quando o diagnéstico e o tratamento ocorrem de forma tardia
acionadas pelo organismo, desencadeando um aumento da  (Schild et al., 2007; Schlumbohm e Harmeyer, 2008).

lipdlise e da sintese hepatica de corpos cetdnicos, que em

niveis elevados na circulacdo sanguinea afetam a homeostase EStGﬁ‘S t'rans’to.rnos clinicos estdo associados a alteragoeg no
metabolica (Mobini et al., 2005; Smith e Sherman, 2009) perfil bioquimico e hormonal em cabras e ovelhas acometidas
v ’ ’ ’ pela TP. Destacando-se marcantes alteragdes nos indices de

O quadro clinico de anorexia, depresséo, decubito esternal ou  cortisol, insulina, horménios tireocidianos e no metabolismo
lateral, edema nos membros pode estar presente nos animais  dos lipidios e carboidratos, influenciado pela alta demanda de
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energia que ocorre na fase final da gestagdo (Hefnawy et al.,
2011; Souto et al., 2013).

A identificagdo de indicadores confiaveis no auxilio diagnéstico
das enfermidades em animais de produgéo constitui uma
ferramenta essencial para a vigilancia da saiude dos rebanhos,
podendo tornar-se um componente Util em um programa de
sanidade. Neste contexto, a quantificagdo das proteinas de
fase aguda (PFA) pode ser ndo apenas um elemento indicador
da presenca e da gravidade de uma enfermidade, mas também
exercer uma fungao importante no monitoramento da resposta
ao seu tratamento (Gonzalez et al., 2007). Alguns estudos
realizados em pequenos ruminantes, procurando avaliar o papel
das PFA, estdo focados em estimulos inflamatorios, porém
poucos as relacionam com transtornos metabdlicos. Gonzalez
et al. (2011), analisando o perfil de PFA em cabras com TP,
induzida experimentalmente, constataram uma associagao entre
haptoglobina com niveis elevados de B-hidroxibutirato.

No Brasil, estudos relacionados com a resposta inflamatéria em
decorréncia deste transtorno metabdlico, em condigdes naturais,
sdo escassos. Nesta condigéo, a avaliagdo de biomarcadores
preditivos de reacgao inflamatéria, bem como do estado clinico
das cabras acometidas pela TP, sdo de grande valia, uma vez
que podem auxiliar no seu diagnéstico e no monitoramento
terapéutico da enfermidade. Este estudo tem por objetivo avaliar
o perfil proteico, incluindo as PFA, além de alguns indicadores
bioquimicos e hormonais de cabras acometidas por TP, de
forma natural.

Material e métodos

Coleta dos dados

As informacgdes foram colhidas dos prontuarios clinicos de cabras
atendidas na Clinica de Bovinos - Campus Garanhuns/UFRPE
e em propriedades localizadas nos municipios de Venturosa e
Arcoverde, ambos no estado de Pernambuco, diagnosticadas
com TP, durante o periodo de 2008 a 2013. Foram utilizadas
36 cabras, sendo estas das racas Saanen, Toggenburg, Anglo-
nubiana, Boer e mesticas, com idade entre 9 meses e 4 anos,
peso médio de 67kg, criadas predominantemente em sistema
intensivo de produgéo, recebendo diferentes tipos de concentrado
em quantidade elevada e escore corporal quatro (escala: 1-5),
em sua maioria. O exame clinico foi realizado de acordo com
Smith e Sherman (2009). As cabras foram submetidas ao exame
ultrassonografico para avaliagdo do numero e viabilidade do(s)
feto(s). Todas as cabras apresentaram quadro clinico de TP,
corroborado por exames laboratoriais, realizados no local.
Foram estabelecidos como ponto de corte, a presenga de:
cetonuria, niveis de beta-hidroxibutirato (BHB) acima de 0,86
mmol/L e de acidos graxos nao esterificados (AGNE) acima de
0,4 mmol/L, de acordo com Bani Ismail et al. (2008) e Rios et
al. (2006), respectivamente. A avaliagéo foi realizada através
de analisador bioquimico semiautomatico (Labquest Bio 2000,
Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, MG, Brasil), utilizando kits
comerciais (Randox Laboratories Ltd ®).

Colheita das amostras

Amostras de sangue foram colhidas por venopuncgao jugular,
com agulha 25x8mm em tubos siliconizados Vacutainer® e
centrifugadas a 1600 G por cinco minutos, com os anticoa-
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gulantes fluoreto de sédio/oxalato e EDTA a 10% (acido
etilenodiaminotetracético, sal dissédico), para obtengéo de plasma
e determinagdo de glicose e fibrinogénio, respectivamente. As
amostras obtidas em tubos sem anticoagulante, para obtengao
do soro, foram empregadas na realizagdo do proteinograma e
nas analises hormonais. As aliquotas de soro e plasma com
fluoreto de sédio/oxalato foram acondicionadas em tubos tipo
Eppendorf® e mantidas em ultrafreezer (-80°C) (Ultralow Freezer
NuAire Inc., 2100 Fernbrook Lane N. Plymouth, MN 55447, USA)
para posterior processamento laboratorial.

Analises laboratoriais

A concentragdo plasmatica de fibrinogénio foi determinada
pelo método de precipitagdo pelo calor (56-58°C) e a leitura
realizada por refratometria, conforme preconizado por Jain
(1993). A concentragédo sérica da proteina total foi determinada
pelo método colorimétrico de ponto final por reagéo do biureto
(Labquest Bio 2000, Labtest Diagndstica, Lagoa Santa, MG,
Brasil). A separacao das proteinas foi realizada utilizando-se
a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo
dodecil sulfato de soédio (SDS-PAGE), utilizando o sistema
vertical de eletroforese, conforme descrito por Laemmli (1970)
e Fagliari e Silva (2002). Para a identificagdo das fragbes
proteicas foi empregada, como referéncia, solugdo marcadora
(Sigma-Aldrich Corporation 3050 Spruce Street. St. Louis MO
63103, Missouri, USA) com pesos moleculares variando de
6.500 a 200.000 Daltons (Da), além das proteinas purificadas
albumina, haptoglobina, a1-antitripsina e transferrina. Apds o
fracionamento, o gel foi corado durante dez minutos em solugéo
de azul de Coomassie, constituida de metanol (50%), agua
(40%), acido acético glacial (9,75%) e azul de Coomassie 73
(0,25%). Em seguida o gel foi colocado em solugéo de acido
acético a 7% para retirada do excesso de corante, até que as
fragdes proteicas se apresentassem nitidas. A determinacgao das
concentragdes proteicas foi obtida por meio de densitdbmetro
computadorizado (CS-9301 PC, Shimadzu Corporation,
Tokyo, Japan). Os acidos graxos nao esterificados (AGNE)
e B-hidroxibutirato (BHB) foram avaliados em analisador
bioquimico semi-automatico LabQuest com o uso de reagentes
comerciais (Randox Laboratories Ltd®). Para as determinagdes
hormonais de cortisol, insulina, T3 e T4 (livre) foi empregada a
técnica da electroquimioluminecéncia empregando-se reagentes
comerciais (Roche Diagnostics®), determinado em analisador
automatico (Imunonalisador Cobas 411 - Roche Diagnostics). A
determinagao plasmatica de glicose foi realizada através de kits
comerciais (Glicose PAP Liquiform-Labtest Diagnéstica S.A.®)
em analisador bioquimico semiautomatico (Bioplus - Bio 2000,
Labtest Diagnéstica, Lagoa Santa, MG, Brasil). Para a pesquisa
de corpos cetdnicos na urina foi empregado fitas reagentes para
urinalise (Uriaction 10 — Labtest)).

Analise estatistica

Aanalise estatistica dos dados foi realizada de forma descritiva,
determinando as distribuigbes de frequéncias das variaveis
relativas analisadas, conforme Curi (1997).

Resultados

Entre os principais achados clinicos encontrados constatou-
se que cerca de 77,8% (28/36) das cabras acometidas
encontraram-se em estagéo, 55,6% (20/36) calmas, 41,6%
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(15/36) com escore corporal IV, 86,1%
(31/36) febris, 44,4% (16/36) com as
mucosas congestas, 100% (36/36)
desidratadas, 11,1% (4/36) com
edema nos membros, 77,8% (28/36)
com taquicardia e taquipnéia, 25%
(9/36) apresentando anorexia, 77,8
(28/36) com hipomotilidade ruminal
e 11,1% (4/36) com opistétono. Das
36 cabras utilizadas neste estudo,
apenas trés (8,3%) apresentaram
além da TP, outra enfermidade
concomitante, sendo trés casos
de mastite pds-parto, uma delas
gangrenosa.

As cabras apresentaram gestacbes
multiplas em 86,1% (31/36) dos
casos, sendo que 58,1% (18/31)
delas foram duplas e 41,9% (13/31)
foram triplas e quadruplas. O parto
ocorreu de forma natural, ou seja,
sem que houvesse a necessidade
de indugdo, em 63,9% (23/36) das
cabras, enquanto que 36,1% (13/36)
delas foram submetidas a cesariana.
O indice de sobrevivéncia das cabras
foi de 86,1% (31/36).

Os animais apresentaram niveis
séricos médios elevados de BHB e
AGNE. Os niveis médios de glicose
plasmatica encontraram-se dentro da
normalidade (Tabela 1). A cetonuria
foi constatada em todas as cabras.

Quanto ao proteinograma, as
amostras permitiram a identificagcao
de 16 a 24 proteinas, cujos pesos
moleculares (PM) variaram de 21.727
a 253.455 Da (Tabela 2). Foram
consideradas de interesse clinico
as seguintes proteinas: albumina,
ceruloplasmina, transferrina,
haptoglobina, a1-glicoproteina acida
(GPA), PM 30.000 Da, PM 23.000
Da (proteinas ainda nao identificadas
nominalmente), a1-antitripsina e o
fibrinogénio. As proteinas de peso
molecular 30.000 Da e 23.000
Da, apesar de ndo estarem ainda
identificadas nominalmente, foram
observadas em 100% (36/36) dos
animais avaliados, e por este motivo,
foram incluidas no estudo. Nestas,
somente houve aumento nos niveis
séricos de haptoglobina em cabras
com toxemia da prenhez.

Tabela 1: Valores séricos (média + desvio padrdo) de BHB, AGNE e glicose plasmatica
em cabras com toxemia da prenhez (n=36), atendidas na Clinica de Bovinos,
campus Garanhuns, UFRPE e nos municipios de Venturosa e Arcoverde,
ambos no Estado de Pernambuco, no periodo de 2008 a 2013

Paréametros Média S Minimo Maximo  Mediana R\s:;réiscidae
BHB (mmol/L) 3,74 3,45 0,93 12,76 2,14 <0,86"
AGNE (mmol/L) 1,07 0,43 0,51 1,78 1,12 0,2-0,42
Glicose (mmol/L) 3,8 1,85 1,38 7,15 3,16 2,78-4,16°

Fonte: 'Bani Ismail et al. (2008), ?Rios et al. (2006), *Kaneko et al. (2008).

Tabela 2: Valores séricos (média * desvio padrédo) da proteina total (PT) e das proteinas
de fase aguda (PFA) de cabras com toxemia da prenhez (n=36), atendidas
na Clinica de Bovinos, Campus Garanhuns, UFRPE e nos municipios de
Venturosa e Arcoverde, ambos no estado de Pernambuco, no periodo de

2008 a 2013
Proteinas (mg/dL) Média s Minimo Méximo  Mediana \Rlzlf%:'?éigg
PT (g/dL) 6,05 1,10 4,29 8,55 6,0 6,0-7,54
Ceruloplasmina 34,01 22,27 3,49 88,42 29,17 9,2 — 59,565
Transferrina 454,05 96,68 276,42 628,8 453,25 233,0 — 651,955
Albumina 3263,93 708,04 1518,27  4301,0 3386,17  3012,0 —3895,0°
a1-Antitripsina 217,27 21,18 190,64 245,28 214,07 Nao encontrado
Haptoglobina 45,42 59,44 0,5 217,32 23,61 16,88 — 31,95°
GPA 19,27 19,23 1,18 100,67 14,03 2,52 - 40,0°
PM 30000 Da 59,25 32,42 6,26 126,18 56,06 21,7 -103,5°
PM 23000 Da 160,04 44,0 91,8 282,08 159,97 N&o encontrado
Fibrinogénio 425,0 276,46 100 1000 300 379,0 — 432,0°

Fonte: “Jain (1993); 5Saut et al. (2009); Simplicio (2011).

Tabela 3: Valores séricos (média + desvio padrao) do perfil hormonal de cabras com
toxemia da prenhez (n=36 animais), atendidas na Clinica de Bovinos,
Campus Garanhuns, UFRPE e nos municipios de Venturosa e Arcoverde,
ambos no estado de Pernambuco, no periodo de 2008 a 2013.

A - . o . Valores de
Parametros Média s Minimo Maximo Mediana Referancia
Cortisol (nmol/L) 85,09 87,2 0,97 286,38 52,69 65,0+8°
Insulina (pmol/L) 7,58 14,01 1,19 59,15 3,36 78,2+1,45°%
; Nao
T3 Livre (nmol/L) 0,5 1,85 0,003 6,93 0,005 Encontrado
. Nao
T4 Livre (nmol/L) 0,007 0,001 0,005 0,009 0,007 Encontrado

Fonte: *Kaneko et al. (2008); eHefnawy et al. (2011).

Discussao

O perfil hormonal revelou niveis séricos médios elevados de
cortisol e baixos de insulina. Nao foram encontrados, na literatura  As principais alteragGes clinicas e os exames laboratoriais,
consultada, valores de referéncia para o T3 e T4 livre, apenas  destacando-se os valores dos AGNE e BHB, encontrados nas

para o T3 e T4 total (Tabela 3).

cabras acometidos pela TP estdo de acordo com a literatura
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(Smith e Sherman, 2009; Hefnawy et al. 2011; Souto et al. 2013).
Acreditando-se que a condigao corporal, a maioria com escore
quatro, tenha contribuido para a sua ocorréncia.

As cabras apresentaram gestagées multiplas em 86,1% (31/36)
dos casos, sendo que 58,1% (18/31) delas foram duplas e
41,9% (13/31) foram triplas e quadruplas, o que esta de acordo
com Pugh (2005). Segundo o autor, a TP ocorre tipicamente no
terco final da gestagdo, em geral, acomete fémeas com fetos
multiplos e pode ser decorrente da incapacidade em consumir
quantidade suficiente de alimento energético.

O indice de sobrevivéncia das cabras, de 86,1% (31/36), foi
elevado, e vai de encontro a literatura. Segundo Schild et al.
(2007), a enfermidade em caprinos e ovinos € altamente fatal,
com letalidade proxima de 100%. Este indice de sobrevivéncia
elevado, provavelmente esta relacionado ao tratamento precoce,
inclusive através da realizagéo da cesariana em 36,1% (13/36)
dos casos, e pelo parto ter ocorrido de forma natural, sem
complicagbes, em 63,9% (23/36) das cabras.

No presente estudo, os niveis médios de glicose plasmatica
estdo dentro da normalidade, porém trés condic¢des glicémicas
tém sido observadas em cabras e ovelhas com TP. Souto
et al. (2013) relataram em seu estudo que 50% das cabras
com TP estavam normoglicémicas, 27,22% hiperglicémicas e
22,72% hipoglicémicas. Campos et al. (2010) e Santos et al.
(2011) também verificaram esta mesma condigdo em ovelhas
acometidas pela enfermidade, e justificam a hipoglicemia
ser uma consequéncia da hipercetonemia e inapeténcia, e
a hiperglicemia a condigdo de estresse, constatado pelos
elevados indices de cortisol, associados aos baixos valores
de insulina.

A dindmica deste fenébmeno metabdlico nas cabras mostra a
inferéncia nos niveis de haptoglobina (Hp), uma vez que as
concentragdes das outras PFA estudadas nao foram alteradas,
e estdo de acordo com Gonzalez et al. (2011), que também
verificaram em cabras com TP, induzida experimentalmente, uma
elevacgéo significativa dos valores da Hp, mas ndo em outras
PFA avaliadas (glicoproteina acida soluvel, fibrinogénio, amiloide
sérica-A e albumina). Os autores atribuem esta manifestacédo a
mudancgas no metabolismo lipidico, que efetivamente ocorrem
na TP, e ndo a um processo inflamatério ou resposta de fase
aguda, uma vez que, as demais PFA avaliadas permaneceram
inalteradas. Resultados semelhantes foram encontrados
por Trevisi et al. (2005) em cabras com indices elevados de
beta-hidroxibtutirato (BHB), e justificam a elevagédo da Hp
a transtornos relacionados ao balango energético negativo
proximo ao parto. Entretando EL-Deeb (2012) relatou que em
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ovelhas com TP, houve elevagao nas concentragbes de amiloide
sérica-A e fibrinogénio, além da Hp.

Quanto ao perfil hormonal, os niveis elevados de cortisol nas
cabras com TP também foram observados por Hefnawy et
al. (2011), e caracterizam o estado de estresse em que se
encontravam os animais. De acordo com Hefnawy et al. (2010),
o0 aumento dos niveis séricos de cortisol &€ decorrente da maior
produgdo deste horménio pela glandula adrenal, em resposta
ao severo estresse observado na doenga e/ou pela habilidade
prejudicada do figado gorduroso em metaboliza-lo e excreta-lo.

Os niveis séricos reduzidos de insulina também foram relatados
por Santos et al. (2011) e Souto et al. (2013) em casos de TP
em pequenos ruminantes. Schmmit et al. (2012) atribui esta
condigdo, em ovelhas no tergo final da gestagdo, a uma maior
resisténcia dos tecidos periféricos a insulina. Segundo o autor, ha
uma menor capacidade, por parte dos mesmos, de metabolizar a
glicose e conforme a gestagdo avanga, a concentragdo materna
de insulina, assim como a resposta da insulina a uma carga de
glicose, € significativamente reduzida, para que tecidos que a
usam como principal fonte de energia tenha prioridade por tal
metabdlito e mantenham sua funcionalidade.

Quanto a concentragéo dos hormdnios T3 e T4 livre, ndo foram
encontrados valores de referéncia destas variaveis para a
espécie caprina na literatura consultada, nesta condi¢gdo apenas
os valores de T3 e T4 total foram considerados. Kulcsar et al.
(2006), Gupta et al. (2008), Carvalho (2013) e Mota et al. (2015)
encontraram uma redugao na fungdo destes horménios em
cabras e ovelhas acometidas por TP. Segundo os autores, esta
condigédo pode ser explicada pelo elevado grau de inativagao
destes hormonios, que ocorre nos tecidos periféricos e/ou
alternativamente por uma diminuigdo na capacidade de ativagao
do T4, diminuindo a transformagdo deste para T3, que é a
forma biologicamente ativa no organismo. Estas modificagcbes
representam um importante mecanismo de adaptagéo a
condicéo de balango energético negativo, pois os hormdnios da
tireoide juntamente com a insulina, s&o hormdnios importantes
na regulagdo da homeostase energética (Huszenicza et al. 2006;
Hefnawy et al. 2010).

Conclusao

Aelevagéo da haptoglobina em cabras com toxemia da prenhez
comprova seu papel como principal proteina de fase aguda
nesta espécie e esta associada a mudangas no metabolismo
lipidico. Juntamente com as modificagdes no perfil bioquimico
e hormonal, séo reflexos da intensidade deste processo.
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