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“ELETROFORETOGRAMA DE PROTEINAS SERICAS EM
CAES LINFOMATOSOS, SUBMETIDOS AO PROTOCOLO
QUIMIOTERAPICO DE MADISON-WISCONSIN”

RESUMO - O linfoma é o principal tumor hematopoiético no cao e é caracterizado pela
proliferacdo de células originadas do tecido linféide, histidcitos e seus precursores. Os
animais com linfoma frequentemente apresentam alteragdes hematolégicas e
bioquimico-séricas, tais como anemia normocitica normocrémica nao regenerativa,
anemia hemolitica, hipercalcemia e gamopatia monoclonal. O objetivo desse estudo foi
quantificar e qualificar as proteinas séricas totais e suas fracoes, em caes sadios e
linfomatosos, sendo estes submetidos ao protocolo quimioterapico de Madison-
Wisconsin. Apés sinérese, centrifugacao e obtencao das amostras de soro, de 10 caes
sadios e 10 caes linfomatosos, as proteinas de fase aguda foram separadas por
eletroforese em matriz de gel de poliacrilamida, e suas concentragdes determinadas
por densitometria computadorizada. Foram encontradas de 18 a 31 proteinas no
fracionamento eletroforético, com pesos moleculares variando de 18 a 245 KD
(kilodaltons). Os pesos moleculares obtidos foram: IgA, 170 KD; ceruloplasmina, 125
KD; transferrina, 85KD; albumina, 65 KD; a1-antitripsina, 60 KD; IgG (cadeia pesada),
50 KD; haptoglobina, 39 KD; a1-glicoproteina acida, 37 KD; proteina n® 9, 33 KD; IgG
(cadeia leve), 25 KD; e proteina n® 11, 23 KD. Os resultados mostraram que algumas
proteinas de fase aguda se alteram no linfoma. A ai-antitripsina, ai-glicoproteina
acida, transferrina, IgG (cadeia pesada) e globulinas apresentaram diferencas
significativas entre caes sadios e linfomatosos, no momento zero, antes da 12 sessao
de quimioterapia. J& nos caes linfomatosos, somente a concentracao da proteina n® 9
(33KD) apresentou diferenca significativa, durante o protocolo quimioterapico.

Palavras-chave: cao, eletroforese, linfoma, proteinas de fase aguda, quimioterapia
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“ELECTROPHORETOGRAM OF SERUM PROTEINS IN DOGS
WITH LYMPHOMA, UNDER WENT THE MADISON-WISCONSIN
CHEMOTHERAPY PROTOCOL”

SUMMARY- The lymphoma is the principal hematopoietic tumor in dogs and it is
characterized by the proliferation of cells from lymphoid tissue, histiocytes and its
precursors. Animals with lymphoma often showed changes in biochemical and
hematological parameters of those animals such as non-regenerative normocromica
normocytic anemia, hemolytic anemia, hypocalcemia and monoclonal gamopatia. The
purpose of this study was quantify and qualify the serum total proteins and its fraction,
in dogs healthy and with lymphoma, these under went the Madison-Wisconsin
chemotherapy protocol. After centrifugation and fractioning of the serum samples, the
acute phase proteins were separated by polyacrilamide gel electrophoresis, and their
concentrations were determined by computer densitometry. Between eighteen and thirty
proteins were separated by eletrophoresis, with molecular weights ranged from 18 to
245 KD (kilodaltons). The molecular weights of the proteins more found were: IgA, 170
KD; ceruloplasmin, 125 KD; transferrin, 85 KD; albumin, 65 KD; a1-antitripsin, 60 KD;
lgG (weighty chain), 50 KD; haptoglobin, 39 KD; a1-acid glycoprotein, 37 KD; protein n®
9, 33 KD; IgG (light chain), 25 KD and protein n® 11, 23 KD. The results showed that
some acute phase proteins changed in lymphoma. The ai-antitripsina, ail-acid
glycoprotein, transferring, 1gG (weighty chain) and globulins, showed significantly
diferences between healthy and lymphoma dogs, in time zero, before 12 chemotherapy
session. In dogs with lymphoma, only protein n® 9 (33KD) showed significantly

diference, during chemotherapy protocol.

Keywords: dog, electrophoresis, lymphoma, acute phase proteins, chemotherapy



1. INTRODUCAO

O linfoma é uma das neoplasias mais comumente diagnosticadas no céo e
corresponde a mais de 80% das neoplasias hematopoiéticas nesta espécie
(ROSENTHAL e MACEWEN, 1990; OGILVIE e MOORE, 1995; DHALIWAL et al.,
2003a). O linfoma é caracterizado pela proliferagdo de células linféides malignas, que
afeta primariamente os linfonodos ou érgaos viscerais sélidos como figado e baco. Sua
incidéncia é consideravel em todas as espécies de animais domésticos, principalmente
em caes e gatos (MACEWEN e YOUNG, 1996).

Animais acometidos por linfoma, frequentemente apresentam alteracées nos
indices hematolégicos e bioquimicos, como anemia normocitica normocrémica nao
regenerativa, anemia hemolitica, hipercalcemia e gamopatia monoclonal, muitas vezes
consideradas como sindromes paraneoplasicas (DHALIWAL et al., 2003a).

A quimioterapia antineoplasica é a principal conduta terapéutica para o
tratamento de caes com linfoma, uma vez que este é o tumor que melhor responde a
esta modalidade de tratamento (ROSENTHAL e MACEWEN, 1990; OGILVIE e
MOORE, 1995; DHALIWAL et al., 2003b). Entretanto, os farmacos antineoplasicos
podem causar varios efeitos tdxicos, especialmente aos sistemas celulares que estao
em constante divisdo, como o tecido hematopoiético, exigindo que os animais em
quimioterapia sejam monitorados periodicamente durante todo o tratamento
(KOCHEVAR e MEALEY, 1997; BARGER e GRINDEM, 2000).

Em neoplasias, como no linfoma, pode ocorrer a sintese de proteinas de fase
aguda pelo figado. A fase aguda é caracterizada como uma resposta inicial as
diferentes modalidades de injdrias, invasao bacteriana, inflamacao localizada ou
sistémica, sendo acompanhada de febre, liberagdo de glicocorticoides, ativacdo do
complemento (BAUMANN e GAULDIE, 1994; HEINDRICH et al., 1990), busca do
reequilibrio e sintese de certas proteinas plasmaticas pelo figado (GRUYS et al., 1994).
Estas proteinas sao glicoproteinas reguladas por citocinas, como o fator alfa de necrose
tumoral (TNF-a), interleucina-1 (IL-1) e principalmente a interleucina-6 (IL-6) (GRUYS et



al., 1994; KANEKO, 1997; GABAY e KUSHNER, 1999; MISCHKE e ECKERSAL, 2005;
THOMAS, 2000).

A separacao das diferentes fragdes protéicas € alcangada gracas a carga elétrica
da molécula de proteina, tamanho da proteina, pH alcalino do meio e tampao de corrida
eletroforética. A eletroforese se caracteriza pela migragdo da proteina em um campo
eletromagnético em diferentes velocidades (NELSON e COX, 2000). O fracionamento
eletroforético € um dos mais confidveis métodos de identificacdo e quantificagédo de
proteinas dos fluidos corpéreos (KANEKO et al., 2008).

Os caes linfomatosos apresentam importantes alteragbes no tracado
eletroforético (ECKERSALL, 2008), portanto idealizou-se o presente ensaio com o
objetivo principal de avaliar estas alteracbes desde o momento do diagndstico até o
final do protocolo quimioterapico, utilizando-se a técnica de eletroforese em matriz de
gel de poliacrilamida.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Linfoma Canino

O linfoma (linfoma maligno ou linfossarcoma) € uma neoplasia caracterizada pela
proliferacdo clonal de linfécitos malignos nos érgaos linféides, tais como a medula
0ssea, linfonodos e bago (DHALIWAL et al., 2003a). Devido a continua migracao destas
células, os linfomas podem se originar em praticamente qualquer tecido (VAIL et al.,
2003; FAN, 2003).

A etiologia é desconhecida (VAIL et. al., 2003; DHALIWAL et al., 2003a;
ETTINGER, 2003; FAN, 2003) sendo acometidos normalmente os cées a partir da
meia-idade, ndo havendo predilecao por sexo e raca (ETTINGER, 2003). A presenca de
agentes virais nao foi comprovada na espécie canina, diferentemente do que relatado
no homem, felinos, bovinos, roedores, aves e primatas. Fatores ambientais como
exposicao crbnica a substancias quimicas, como o herbicida 2,4 acido fenoxiacético,

predispdem ao desenvolvimento de linfoma em caes. Pode haver, também



predisposigao genética para o desenvolvimento de linfoma em caes de raga pura
(MORRISON, 2004). De acordo com o mesmo autor, as ragas mais acometidas sao os
Boxers, Scottish Terriers, Basset Hounds, Airdale Terriers, Chow Chows, Poodles,
Pastores Alemées, Sao Bernardos, Beagles, Golden Retrieviers e Bulldogs.

O linfoma é classificado quanto a sua localizagdo anatémica em multicéntrico
(mais comum), alimentar (digestivo), cutdneo, mediastinal (timico) e extranodal
(solitario). O multicéntrico acomete os linfonodos periféricos e profundos, podendo
envolver 6rgaos como o figado, baco, rins, pulmao, coracao, trato gastrointestinal e
medula éssea. O alimentar acomete o trato gastrointestinal e linfonodos regionais,
podendo envolver 6rgaos abdominais como o figado, bago e rins. O mediastinal
acomete o timo e linfonodos regionais. A forma cutanea acomete a pele sob a forma de
massas sélidas ou multiplas, estas, acompanhadas ou ndo de envolvimento sistémico.
O extranodal envolve apenas um 6rgao (DHALIWAL et al., 2003a).

O estadiamento clinico obedece as regras estabelecidas pela Organizacao
Mundial de Saude (OMS), que classifica o linfoma em estadio | (comprometimento de
um linfonodo), Il (comprometimento de linfonodos regionais), Il (linfadenomegalia
generalizada), IV (comprometimento do figado e/ou bago com ou sem linfadenomegalia)
e V (comprometimento do sangue, medula éssea e/ou outros 6rgaos), com sub-estadios
“a”, sem sinais sistémicos e “b”, com sinais sistémicos (FAN e KITCHELL, 2002).

O linfoma multicéntrico (estadio Il ou IV) representa a maioria dos casos (80 a
85%) nos caes. As formas alimentar (7%), cutdnea (6%), mediastinal (3%) e
extranodais diversas (neuroldgico, ésseo, cardiaco, nasal, ocular) sdo encontrados com
menor freqiéncia (VAIL, 2003). De acordo com o esquema de classificagao histolégica
utilizado (Kiel ou National Cancer Institute), a maioria (80%) dos linfomas caninos é
similar aos linfomas nao-Hodgkin humanos de médio e alto graus. Aproximadamente 70
a 80% dos linfomas caninos tém derivagdo imunofenotipica de célula B e o restante é
derivado de células T (VAIL, 2003).

O progndstico de caes com linfoma esta relacionado a imunofenotipagem e sub-
estadio estabelecido pela OMS. Os tumores imunorreativos CD3 (derivados de células



T) tém remissado mais curta e 0os animais com sinais clinicos de linfoma (sub-estadio “b”)
tém progndstico reservado (VAIL, 2003).

Com relacao a classificacao histoldgica, dispée-se do sistema Revised European
American Lymphoma (REAL) (HARRIS et. al., 1994), que classifica o linfoma baseado
na histologia, imunofenétipo (de células T ou B), gendétipo e fatores clinicos, com valor
progndéstico relevante, especialmente quando associado ao estadiamento clinico da
OMS (ISAACSON, 2000; DOBSON, 2004; PONCE et al., 2004). A oncologia veterinaria
tem procurado adaptar varios esquemas da classificagao histolégica do linfoma humano
para a classificacdo de linfoma em animais. O esquema de Rappaport e Kiel séo
esquemas de classificacdo antigos utilizados tanto na oncologia humana quanto
veterinaria (MORRISON, 2004).

O linfoma canino apresenta muitas semelhangas com o linfoma humano,
particularmente com relacdo as caracteristicas histolégicas e imunologicas e a
responsividade aos agentes antineoplasicos (TESKE, 1994). Devido a esta similaridade,
o linfoma canino torna-se um potencial modelo de estudo para a espécie humana
(GREENLEE et al., 1990; TESKE, 1994; DHALIWAL et al., 2003a).

As principais diferencas entre o linfoma em humanos e em animais refere-se a
uma maior propor¢cao de linfomas de alto grau e a baixissima freqiiéncia de tumores de
Hodking em animais (MORRISON, 2004).

O protocolo quimioterapico COP (ciclofosfamida, sulfato de vincristina e
prednisona) hd muito tempo tem sido usado no tratatamento de linfoma canino, sendo
considerado como padrao (MYERS et al., 1997). Porém, no protocolo de Madison-
Wisconsin ha uma alta proporcao de pacientes que sobrevivem por um a dois anos.
Desta forma, ha uma tendéncia em eleger-se, hoje em dia, o protocolo quimioterapico
de Madison-Wisconsin para o tratamento de linfoma em caes (CHUN et al., 2000).

2.2 Quimioterapia Antineoplasica

O linfoma é a neoplasia que melhor responde a quimioterapia antineoplasica,
sendo esta a principal conduta terapéutica para os caes linfomatosos (ROSENTHAL e
MACEWEN, 1990; OGILVIE e MOORE, 1995; DHALIWAL et al., 2003b).



A resposta do paciente a quimioterapia pode ser classificada em (1) remissao
completa: desaparecimento da doenca clinica; (2) remissao parcial: diminuicdo em 50%
do tamanho do tumor sem evidéncia de novos tumores; (3) doenca estavel: diminuicdo
ou aumento em até 50% do tamanho do tumor, sem desenvolvimento de outro tumor e
(4) doencga progressiva: aumento em pelo menos 50% do tamanho do tumor, ou o
aparecimento de novos tumores.(DHALIWAL et al., 2003a).

As etapas da quimioterapia do linfoma canino incluem a indu¢do da remissao,
manutencao da remissao e reindug¢ao da remissao ou terapia de resgate (MACEWEN e
YOUNG, 1996).

Os farmacos antineoplasicos podem causar varios efeitos toxicos, especialmente
nas células que estdo em constante divisdo, como as hematopoiéticas. O grau de
toxicidade varia de acordo com o nivel de destruicao tumoral, a condicao sistémica da
malignidade e as mudangas no metabolismo e na competéncia do sistema imune
induzidas pela neoplasia (BARGER e GRINDEM, 2000).

A poliquimioterapia € a modalidade mais utilizada e eficaz no tratamento de caes
com linfoma (DHALIWAL et al., 2003b).

O protocolo quimioterapico padrdao para o tratamento de linfoma canino é a
associacao de ciclofosfamida, vincristina e prednisona (COP) (KITCHELL e DHALIWAL,
2000; RODASKI e DE NARDI, 2006). Aproximadamente 90% dos casos de linfoma
multicéntrico respondem favoravelmente a este protocolo e, embora exista uma
variagdo individual consideravel, o tempo médio de sobrevida é de nove meses
(DOBSON e GORMAN, 1994) e o de remissdao é de seis meses (KITCHELL e
DHALIWAL, 2000).

Outro protocolo que se tornou popular no tratamento do linfoma canino é o
protocolo de Madison-Wisconsin, uma combinacdo das drogas L-asparaginase,
vincristina, prednisona, ciclofosfamida e doxorrubicina. Ha relatos de que o referido
protocolo é capaz de promover a mais longa remissao e tempo de sobrevivéncia para
caes com linfoma (MORRISON, 2004).

A L-asparaginase € um agente antineoplasico obtido de organismos como a

Escherichia coli e a Erwinia carotovora. Ela é uma enzima capaz de destruir as reservas



exogenas do aminodacido asparagina, uma vez que este aminoacido é vital ao processo
de sintese protéica das células neoplasicas. A enzima L-asparaginase € um antiblastico
ciclo celular especifico. A vincristina é um alcaldide vegetal extraido da planta “Vinca
Roésea” (Catharantus roseus) que age inibindo a mitose, pois € um farmaco ciclo celular
especifico. A prednisona é um horménio que atua em receptor celular especifico,
causando a cisdo do DNA, prevenindo a divisdo celular. A ciclofosfamida é uma
mostarda nitrogenada, classificada como agente alquilante que atua inibindo a sintese e
divisao do DNA e é um farmaco antineoplasico ciclo celular ndo especifico. A
doxorrubicina € um antibiético antitumoral derivado de culturas de Streptomyces
peucetius, e é um inibidor da transcriptase reversa da RNA polimerase. Sendo assim,
impede a sintese de DNA e RNA e € um agente ciclo celular ndo especifico (RODASKI
e DE NARDI, 2006).

A toxicidade hematoldgica é um fator limitante da quimioterapia. Trata-se do
efeito colateral mais freqlente e mais grave, por dois motivos. Primeiramente, porque
pode comprometer a quimioterapia de maneira transitéria ou definitiva, uma vez que a
diminuicao da dose determinada pode prejudicar a eficacia do tratamento. Em segundo
lugar, porque relaciona-se ao risco potencial de morte do animal em decorréncia de
neutropenia séptica. A ciclofosfamida possui mielotoxicidade elevada e a vincristina, na
dose de 0,75 mg/m?, possui mielotoxicidade moderada (LANORE e DELPRAT, 2004).

A neutropenia é a mais freqlente e mais grave das citopenias resultantes da
quimioterapia. O nadir de neutréfilos, momento no qual o numero de granulécitos € o
mais baixo ap6s uma sessdo de quimioterapia, é geralmente constatado uma semana
apods o inicio do tratamento. A neutropenia, fase mais perigosa do ciclo, persiste por 3 a
5 dias. Em pouco menos de duas semanas, a medula passa por uma fase de
recuperacao (LANORE e DELPRAT, 2004). O hemograma reflete a magnitude e o grau
de comprometimento da medula 6ssea e pode ser utilizado para monitorar os efeitos da
terapia antineoplasica (BARGER e GRINDEM, 2000).



2.3 Proteinas Séricas Totais

As proteinas s@o substancias essenciais a vida, representando a base da
estrutura de células, tecidos e 6rgaos. Funcionam como catalisadores enzimaticos nas
reacbes bioquimicas, carreadores de muitos constituintes do plasma e na defesa
orgéanica sob a forma de anticorpos (JAIN, 1993; KANEKO et al., 2008).

As proteinas séricas totais compreendem a albumina e globulinas sem o
fibrinogénio, pois este é totalmente consumido na formag¢ao do coagulo sanguineo. Ja
as proteinas plasmaticas totais compreendem a albumina, globulinas e o fibrinogénio. A
alboumina e todas as outras proteinas, com exceg¢do das imunoglobulinas, sao
sintetizadas pelo figado, incluindo o fibrinogénio e as a-globulinas. As imunoglobulinas
(I9G, IgA, IgM e IgE) sé&o sintetizadas pelos plasmacitos e linfocitos B no tecido linféide
em resposta a estimulacdo antigénica, e estdo incluidas nas fracbes beta e gama-
globulinas (ECKERSALL, 2008).

Em animais com disturbios na homeostase devido a infeccao, inflamacao, injuria
tecidual, neoplasia ou desordem imunolégica, ha uma resposta de fase aguda
inespecifica. Esta resposta compreende alteracbes na concentracdo de algumas
proteinas séricas referidas como proteinas de fase aguda (PFA). Quando uma PFA
apresenta sua concentracdo aumentada no soro ou plasma é considerada uma proteina
de fase aguda positiva (alfa-1-antitripsina, alfa-1-glicoproteina acida, ceruloplasmina e
haptoglobina), e quando sua concentracéo esta diminuida € considerada uma proteina
de fase aguda negativa (pré-albumina, albumina e transferrina). As PFA positivas s&o
glicoproteinas produzidas e liberadas pelos hepatdcitos a partir de estimulo especifico
de citocinas (interleucina-1-IL-1, interleucina-6-IL-6, fator alfa de necrose tumoral-TNF-
a) (GRUYS et al., 1994; KANEKO, 1997, ECKERSALL, 2008).

A mensuracdo das concentracdes das proteinas de fase aguda, pode auxiliar,
muitas vezes, no monitoramento de protocolos terapéuticos em caes com determinadas
neoplasias (CERON et al., 2005). Segundo ECKERSALL (2004), estas proteinas, além
de Uteis no auxilio diagnéstico de linfomas em pacientes humanos, leucemia € mieloma

multiplo, sdo indicadoras de prognéstico, permitindo detectar precocemente a sepse.



Pesquisas recentes tém evidenciado que a qualificacdo e a quantificacdo de
proteinas séricas podem subsidiar o diagnéstico e trazer valiosas informagdes
progndsticas e de monitoramento de doengas (ECKERSALL, 2000).

Apesar de 289 proteinas serem relatadas em soros humanos (ANDERSON e
ANDERSON, 2002), somente 70 foram validadas. Dessas proteinas, somente 10 sdo
comumente empregadas para teste diagndstico em animais domésticos (ECKERSALL,
2008).

Pelo significado biolodgico e multiplas fungdes exercidas no sistema organico, a
avaliacdo dos niveis séricos das proteinas totais e de suas fragbes (albumina,
alfaglobulinas, betaglobulinas, e gamaglobulinas), obtidas por eletroforese, representa

um importante auxilio ao diagndéstico clinico (KANEKO et al., 2008).

2.4 Eletroforese de Proteinas de Fase Aguda (PFA)

A eletroforese é uma técnica na qual os diferentes tipos de proteinas séricas ou
plasmaticas sdo separados, tornando possivel a determinacdo de suas proporgcdes
relativas em uma dada amostra. Em um pH alcalino, o soro ou o plasma, em um
suporte de gel de poliacrilamida ou outro meio, € colocado em um campo elétrico que
propicia a migracao das diferentes fragbes de proteinas em diferentes velocidades em
direcdo ao anodo. Apds a coloracdo, estas fracbes aparecem como bandas de
intensidade de cor variavel, que podem ser escaneadas por um densitdmetro
computadorizado para produzir uma curva eletroforética (THOMAS, 2000;
ECKERSALL, 2008).

O mecanismo fisiopatolégico que envolve a resposta de fase aguda, pode ser util
para realcar as trés maiores caracteristicas dessa resposta. A resposta de fase aguda é
uma resposta rapida, que se desenvolve antes da estimulacdo da resposta imune
especifica e em muitos casos antes do inicio dos sinais clinicos. Portanto, isso pode ser
considerado como uma indicacao precoce para algum processo patoldégico ou doenca.
A resposta de fase aguda é altamente nao especifica, porque se desenvolve
secundariamente a numerosas condicbes que podem produzir injuria tecidual. A

producado e resposta das PFA depende de cada espécie. Por exemplo, em caes, uma



resposta forte ocorre com a proteina C reativa, entretanto, em gatos, um aumento
significativo dessa proteina ndo tem sido detectado apés um estimulo inflamatério
(CERON et al., 2005).

A albumina migra com maior rapidez e aparece como um pico alto e distinto em
uma das pontas da curva, geralmente localizada a esquerda. Além da albumina, estao
arranjadas as globulinas, alfa, beta e gama (a, B e y) e, em muitos casos, cada uma
delas pode ser claramente subdividida em duas bandas (a1, a2, p1, B2, y1, e y2). A
aparéncia do tracado eletroforético pode ser distinta em doencas especificas, como por
exemplo, nos casos de hipoalbuminemia e gamopatias policlonais e monoclonais
(BUSH, 2004; ECKERSALL, 2008).

A eletroforese permite uma avaliagdo aproximada das concentracbes de varias
proteinas importantes, cujas alteragdes estruturais, seja de regulacdo de suas sinteses,
ou de seu maior consumo, podem refletir nas suas modalidades eletroforéticas ou nas
suas concentracoes (KANEKO et al., 1997; NAOUM et al., 1999; FELDMAN, 2000).

O eletroforetograma das proteinas pode ser obtido utilizando-se de soro ou
plasma. O soro geralmente é preferido, pois o fibrinogénio do plasma pode tornar
obscuro o eletroforetograma na regiao p-y. Na eletroforese, as proteinas sao separadas
de acordo com suas taxas de migracdo em um campo elétrico. A taxa de migragao
depende da carga e tamanho da proteina, da forga do campo elétrico e do meio que as
proteinas migram. A taxa de migragcao das proteinas pode ser afetada pelo pH, forca
ibnica e composicao do sistema tampao usado (KANEKO, 1997; THOMAS, 2000).

Entre os meios disponiveis para fracionamento das proteinas em laborat6rios
clinicos, existem as eletroforeses em acetato de celulose, gel de agarose, papel, gel de
amido e gel de poliacrilamida (NAOUM et al., 1999).

A eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de s6dio (SDS-
PAGE) é relativamente simples e de baixo custo, possibilitando a visualizagdo de
concentragdes protéicas extremamente baixas e a identificacdo de 20 a 30 proteinas,
necessitando apenas microquantidades de amostra (GORDON, 1995). Esta técnica tem
sido utilizada para obtencao do proteinograma em diversas espécies (FAGLIARI et al.,
1998; FAGLIARI e SILVA, 2002; FAGLIARI, et al., 2003).
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Em céaes saudaveis, o tracado eletroforético das proteinas séricas consiste no
pico agudo da albumina, que migra primeiro em diregdo ao anodo, seguida pela alfa-1 e
alfa-2-globulinas, beta-1 e beta-2-globulinas, gama-1 e gama-2-globulinas (KANEKO et
al., 2008).

A albumina corresponde a 60% da concentragéo total de proteinas, portanto, é a
proteina mais abundante no plasma (KANEKO et al., 2008). A albumina é sintetizada
pelos ribossomos no citoplasma de hepatdcitos, transferida para o reticulo
endoplasmatico rugoso, reticulo endoplasmatico liso e complexo de golgi, através da
membrana dos sinuséides (PRINSEN e SAIN-VAN der VELDEN, 2004). A albumina
aparece no citoplasma dos hepatdcitos como um precursor chamado pré-albumina
(KANEKO et al., 2008). A taxa de albumina sintetizada € controlada pela presséao
coloidosmotica, embora ela possa ser influenciada por hormdnios tais como a insulina,
tiroxina e cortisol (EVANS, 2002). Somente cerca de 30 a 40% da albumina esta no
sangue, o restante esta no espaco intersticial. Musculos, figado e rins sdo os principais
colaboradores para o catabolismo da albumina com 40 a 60% da albumina total
metabolizada nesses tecidos (PRINSEN e SAIN-VAN der VELDEN, 2004).

Além da manutencao da pressao coloidosmatica, a segunda principal fungao da
albumina é o transporte de substancias. Diversos metabdlitos no sangue se unem a
albumina, e essa unido auxilia o transporte de substancias que sdo soluvéis em meio
aquoso e também evita perdas, através do rim, de importantes moléculas pequenas.
Assim, acidos graxos, colesterol, bilirrubina, oxido nitrico e ions circulam com a
albumina (EVANS, 2002; KANEKO et al., 2008). Adicionalmente, a interpretacdo da
diminuicdo da concentracdo sérica das proteinas de fase aguda negativa é complicada,
porque elas também sdo afetadas pelo estado nutricional, perdas protéicas e
diminuicao da sintese (ECKERSALL, 2008).

A fracdo alfa € a que migra mais rapidamente de todas as globulinas e, na
maioria das espécies, exceto nos ruminantes, desdobra-se nas subfragdes alfa-1 e alfa-
2. As proteinas mais importantes destas fracées sao as alfalipoproteinas (lipoproteina
de alta densidade - HDL), que migram como alfa-1, as pré-betalipoproteinas
(lipoproteina de densidade muito baixa - VLDL) e haptoglobinas, as quais migram na
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regido de alfa-2. Na regido alfa também ha globulina-tiroxina, alfa-1-antitripsina, alfa-1-
glicoproteina &cida, alfa-1-antitrombina lll, alfa-2-macroglobulina e a ceruloplasmina
(TRUMEL et al., 1996; KANEKO et al., 2008; ECKERSALL, 2008).

Segundo THOMAS (2000), elevados picos de alfaglobulina podem ocorrer na
reacao de fase aguda e tém sido relatados em caes com diversas neoplasias.

A haptoglobina € uma glicoproteina composta de subunidades 2-alfa e 2-beta,
com a subunidade alfa tendo peso molecular de 16 a 23 KD (kilodaltons) e a
subunidade beta de 35 a 40 KD. A haptoglobina é uma alfa-2-globulina e, forma um
complexo protéico com a hemoglobina livre plasmatica que é removido, posteriormente,
por fagocitose realizada por células do sistema mononuclear fagocitario. Nas sindromes
hemoliticas ocorre marcante diminuicdo das haptoglobinas podendo, por isso, ser
utilizada como um sensivel indice de hemdlise (BOWMAN, 1992; NAOUM et al., 1999;
YANG et al., 2003).

O perfil de fase aguda da haptoglobina difere entre as espécies animais. Em
caninos, felinos, equinos e suinos, o nivel normal é de 0,1g/dL a 0,2g/dL, entretanto,
durante doencas inflamatérias e infecciosas ela pode aumentar para 0,5g/dL ou mais
(ECKERSALL, 2008).

A haptoglobina é uma proteina de fase aguda positiva moderada em caes e
aparece em injuria tecidual, doengas inflamatérias e infecciosas. Entretanto, a
haptoglobina canina é particularmente sensivel a glicocorticosteroides, e o nivel elevado
de haptoglobina € encontrado apéds o tratamento com glicocorticosterdides e durante a
ocorréncia normal de hiperadrenocorticismo (HARVEY e WEST, 1987; SKINNER et al.,
1999; MARTINEZ-SUBIELA et al., 2004; McGROTTY et al., 2005).

A alfa-1-antitripsina (AAT) é o componente mais importante entre os “inibidores
de proteases”, que € um grupo de proteinas com a funcao de neutralizar as atividades
das enzimas proteoliticas, durante um processo inflamatério agudo. Desta forma, sua
sintese é estimulada durante a resposta inflamatéria aguda. O aumento da AAT é
caracteristico das hepatopatias crénicas e agudas, porém tende a diminuir na cirrose
(NAOUM et al., 1999) e também aumenta na doenca pulmonar crénica (KANEKO et al.,
2008).
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A alfa-1-glicoproteina acida (AGP) é uma alfa-1-globulina, porém nao é um
“‘inibidor das proteases” como a AAT, e sua concentragdo sérica altera-se
significativamente apds um processo inflamatério (CONNER et al., 1989). KOGIKA et al
(2003), trabalhando com cées infectados com parvovirose canina que apresentavam
gastrite hemorragica aguda, verificaram niveis de AGP extremamente aumentados na
circulagdo sanguinea dos animais, com pico de elevacao sérica ao redor do terceiro e
quarto dias do processo inflamatério, que se manteve elevada por até 12 dias, o que
permitiu a indicacdo dessa proteina como parametro de eleicdo para a avaliagao do
processo agudo.

A AGP é uma das principais proteinas glicosiladas no soro com peso molecular
por volta de 43 KD (ECKERSALL, 2008). Embora a principal fungdo da AGP nao seja
esclarecida, ela se liga a um nimero de metabdlitos enddgenos tais como a heparina,
histamina, serotonina, esteréides e catecolaminas (ISRAILI e DAYTON, 2001). Ha
indicagdes na literatura sobre a capacidade da alfa-1-glicoproteina acida se ligar a
farmacos. Essa capacidade de ligacao pode ter implicagdes terapéuticas, tais como a
quantidade de farmaco ligado, além de afetar a concentracdo de droga livre, que é
metabolicamente uma fracdo ativa. O aumento da AGP devido a uma resposta de fase
aguda pode reduzir a concentracdo de farmacos livres e por isso poderd afetar a
farmacocinética (IKENOUE et al., 2000).

A habilidade da AGP em se ligar a substancias de baixo peso molecular pode
também ter uma fungao de protecéo geral, tal como a ligacdo a lecitinas e endotoxinas.
A AGP também tem vérias fungdes na defesa inata contra infeccdo e modulacao da
resposta imune. Ela pode inibir a ligagdo do Mycoplasma pneumoniae aos macrofagos
alveolares e pode inibir alguns virus de influenza. Além disso, fagocitose, ativagéo de
neutrofilos e agregacao plaquetéaria sao inibidos pela alfa-1-glicoproteina acida, e ela
parece exercer algum papel na maturacdo de linfécitos B e T (ISRAILI e DAYTON,
2001).

Na maioria das espécies, a AGP é uma proteina de fase aguda moderada,
aumentando mais lentamente, mas também permanecendo elevada por mais tempo do

que a proteina de fase aguda principal, como a proteina C-reativa de caninos ou a
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proteina amil6ide-A de bovinos e haptoglobina. Entretanto, isso pode ser vantajoso no
diagnostico, e a inclusdo da pesquisa de AGP no estudo da fase aguda da inflamagao
podera fornecer informagcdes de como elas se comportam da fase aguda para crénica
(HORADAGODA et al., 1999).

A ceruloplasmina é uma proteina de fase aguda positiva que se desloca para
fracdo alfa-2-globulina (KANEKO, 1997). A ceruloplasmina aumenta nos processos
inflamatorios, infecciosos, virais e parasitarios, enquanto o decréscimo € observado ao
nascimento, na desnutricao, deficiéncia na absorcao de nutrientes, nefrose e moléstias
hepaticas associadas a intoxicagdo de cobre, e a sua meia vida € de aproximadamente
quatro dias (JAIN, 1993).

A inflamagédo aguda, a lesédo tecidual e a febre produzem um aumento nas
alfaglobulinas, como a haptoglobina, as vezes acompanhadas por um aumento nas
betaglobulinas, como o fibrinogénio. A inflamagdo subaguda produz um aumento nas
alfa e gamaglobulinas. Ja na inflamacéao crénica, ha um aumento das gamaglobulinas
(BUSH, 2004).

As betaglobulinas fracionam-se em beta-1 e beta-2, na maioria dos animais
domeésticos, exceto nos ruminantes. Algumas proteinas importantes que compdem tais
sub-fragbes sdo aquelas do complemento (C3 e C4), hemopexina, transferrina, ferritina,
proteina C-reativa e fibrinogénio. As imunoglobulinas IgM e IgA, prolongam-se da regiao
beta-2 para gama-2. Portanto, nas infec¢des e doengas linfoproliferativas envolvendo
plasmaocitos, as imunoglobulinas podem migrar na zona beta-2, bem como nas zonas
gama-1 e gama-2 (KANEKO et al., 1997). Na regido beta existe também as beta-2-
lipoproteinas (lipoproteina de baixa densidade - LDL) e o plasminogénio (ECKERSALL,
2008).

A transferrina € uma betaglobulina sintetizada pelas células hepaticas e sua
funcdo € o transporte do ferro plasmatico, sendo o seu aumento a expressdao de
caréncia de ferro (NAOUM et al., 1999). Essa é a Unica proteina do plasma que
transporta ions e sua meia vida é de oito a dez dias. Esta glicoproteina tem atividade
antibacteriana e anti-viral, sua concentracdo no plasma aumenta em casos de

deficiéncia de ferro e na gestacdo. Redugdes de transferrina sdao observadas em



14

doencas hepaticas, infeccoes agudas e cronicas, leucemia (JAIN, 1993) e nas anemias
hemoliticas, onde os niveis de ferro sérico estao elevados (TIZARD, 2008). KANEKO
(1997) relatou que esta € uma proteina de fase aguda negativa, cujos teores séricos
tendem a decrescer na presenca de condicao inflamatéria. O ferro € grandemente
associado com as proteinas ligadoras de ferro, como a transferrina, lactoferrina,
haptoglobina e ferritina. Apds a invasao bacteriana, cessa a absorgéo de ferro intestinal.
A interleucina-1 produzida por macréfagos estimula a secre¢do de transferrina e
haptoglobina pelos hepatécitos, e hd aumento da incorporagdo de ferro dentro do
figado. Isso reduz a disponibilidade de ferro e, entdo, retarda a invasdo bacteriana
(TIZARD, 2008).

A fragdo gama também se divide em duas subfragbes, gama-1 e gama-2. As
imunoglobulinas IgA, IgM e IgE s&o encontradas primariamente na regido gama-1 e a
lgG na regidao gama-2 (KANEKO et al., 1997). Segundo BUSH (2004), a IgA localiza-se
na regiao beta-2. A concentracdo de gamaglobulinas aumenta com a estimulagéao
antigénica, especialmente nas infecgdes crbénicas e doencgas autoimunes (BUSH, 2004).

O reconhecimento de antigeno é o ponto alto da resposta imune adaptativa
especifica, e dois tipos de moléculas estdo envolvidas nesse processo, as
imunoglobulinas e o0s receptores de antigenos da célula T. As imunoglobulinas
constituem um grupo de glicoproteinas presente no soro e fluidos teciduais de
mamiferos. Algumas imunoglobulinas estdo localizadas nas superficies das células B
onde funcionam como receptores, enquanto outras estdo livres no sangue e na linfa
(ROITT et al., 2003).

As imunoglobulinas agem como anticorpos e sdo produzidas em resposta a
antigenos. Elas sédo altamente especificas e somente um antigeno determinante esta
envolvido. Naturalmente, entretanto, determinados antigenos multiplos estao
comumente envolvidos. A linha de células linfociticas exerce uma funcado central no
sistema imune. Ha duas subpopulagdes, os linfocitos B e linfocitos T, que podem ser
identificados por técnicas imunolégicas especiais. Os linfécitos T sdo encontrados no
sangue e nos linfonodos na area cortical profunda. Eles estdo associados a imunidade
mediada por células. Os linfécitos B foram originalmente identificados na bursa de
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fabricius de aves. No adulto, eles sdo encontrados no sangue e no centro germinativo
dos linfonodos. As células B respondem a estimulo de antigenos com a proliferacao de
plasmocitos e producdo de anticorpos especificos contra a estimulagédo antigénica. Ha
cinco classes de imunoglobulinas, 1gG, IgA, IgM, IgD e IgE, que tem sido identificadas
em humanos, mas na maioria das espécies domeésticas somente a IgG, IgA, IgM, e IgE
sdo evidentes, embora a IgD possa ser raramente expressada (GORMAN e
HALLIWELL, 1989).

Uma populacado especifica de plasmodcitos de origem genética definida, um
clone, produz uma imunoglobulina especifica. O crescimento descontrolado de um
clone de células B unicas (malignidade) resulta em uma super producdo de espécies
quimicas Unicas de imunoglobulinas, que aparecem como um pico monoclonal
pontiagudo ou gamopatia monoclonal no eletroforetograma. Ocasionalmente, uma
gamopatia triclonal ou biclonal pode ser identificada. Um grupo de clones, cada um de
origem genética diferente, pode também super produzir uma mistura heterogénea de
imunoglobulinas, que aparece como uma regido hiperglobulinémica ampla ou difusa no
eletroforetograma. Essa regido é descrita como uma gamopatia policlonal
(ECKERSALL, 2008).

A hipergamaglobulinemia é uma sindrome paraneoplasica que provoca
hiperviscosidade sanguinea e que pode ser observada no mieloma mdultiplo, no linfoma,
na leucemia linfocitica e na macroglobulinemia primaria (DORFMAN e DIMSKI, 1992).

A IgA existe primariamente em duas formas, como um monémero (160 KD) no
sangue e na forma secretéria como um dimero (390 KD). Menos comumente, a IgA
pode ocorrer na forma de polimero. Em animais domésticos, a IgA é importante como
anticorpo secret6rio dentro do trato intestinal e dos pulmdes. Ela é capaz de neutralizar
virus e prevenir aderéncias de patdégenos bacterianos aos tecidos alvo. Ela ndo tem a
funcéo de opsonizagao e € incapaz de se fixar ao complemento (GERSHWIN, 2008).

A IgA encontra-se em maior concentracao nas doencgas infecciosas, doencgas do
tecido conjuntivo, doencas hepaticas, mielomas e outros tumores do sistema reticulo
endotelial. A IgA apresenta-se em menor concentracao nos fetos, nos animais recém-

nascidos antes da ingestdo do colostro, nas deficiéncias imunolégicas e na
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agamaglobulinemia (KANEKO, 1997). A IgA esta presente nas secrecbes externas
(lagrima, saliva, secrecoes respiratorias, gastrintestinais e genitourinarias) em muitas
espécies animais, sendo importante para defesa local e protecdo de varias superficies
do corpo contra invasao bacteriana e viral (JAIN, 1993).

As 1gGs sao as principais imunoglobulinas encontradas no sangue e sao
responsaveis pela imunidade humoral do organismo, estas apresentam varias
atividades bioldgicas, incluindo opsonizacéo, aglutinacdo e fixacdo de complemento
(JAIN, 1993). A IgG apresenta elevagbes e diminuigbes na sua concentracao sérica
semelhantes a IgA (KANEKO, 1997).

No soro, a IgG, classe de anticorpos com maior concentracao, aproximadamente
1 a 29/100mL, apresenta algumas diferencas entre as espécies (TIZARD, 2008). As
subclasses de IgG sado conhecidas na maioria das espécies. A IgG tem uma estrutura
de cadeia de quatro polipeptideos com um peso molecular total de 180 KD. As cadeias
pesadas de IgG sdo chamadas de cadeia gama e sao Unicas para IgG. A IgG auxilia na
defesa do hospedeiro porque ela pode estar no sistema vascular e distribuir-se por toda
parte do fluido extravascular tecidual, onde ela possui muitas funcdes de protecéao
(GERSHWIN, 2008).

A Imunoglobulina E (IgE) é um anticorpo que aumenta nas alergias e anafilaxias.
A Imunoglobulina M (IgM) é um anticorpo formado precocemente em resposta a
agentes inespecificos. Esta globulina aumenta nas doengas inflamatdrias, nas reacoes

celulares primarias e na macroglobulinemia (ECKERSALL, 2008).

2.5 Relacao Albumina:Globulina (A:G)

E comum mensurar as concentragbes de proteina total e de albumina e
pressupor que a diferenga entre estas representa a concentracao de globulinas. A partir
dessas concentragbes, pode ser calculada a relagdo albumina:globulina (A:G), que
pode ajudar no diagnostico, acentuando as alteragdes relativas nos dois principais
compartimentos de proteina. A comparacao cuidadosa das fracbes de albumina e
globulina derivadas da eletroforese, apresenta maior sensibilidade (ECKERSALL,
2008).
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As alteracdes nas concentracdes de proteina total se devem, primariamente, a
aumentos e diminuicées na concentracdo de albumina, e as alteracdes na concentragao
de globulinas geralmente tem menor efeito (ECKERSALL, 2008).

Disproteinemias sdo anormalidades quantitativas e qualitativas nas
concentracdes de proteinas plasmaticas, e neste caso também o método indicado para
avaliacao global do quadro protéico é a eletroforese. O perfil eletroforético das proteinas
séricas e o0 calculo dos valores absolutos das fragcdes protéicas fornece bases
excelentes para um diagnéstico presumivel para estudos adicionais em animais. O
estabelecimento do perfil eletroforético das fragbes protéicas séricas em conjunto com a
relacdo A:G fornece subsidios para interpretacdo das discrasias protéicas
(ECKERSALL, 2008).

O perfil eletroforético normal de proteinas séricas traduz uma relagao A:G
normal. Essa relacdo A:G normal pode ser devido a uma hiperproteinemia ou
hipoproteinemia. A hiperproteinemia ocorre por desidratacdo, e nesse caso todas as
fracbes protéicas aumentam proporcionalmente, incluindo a albumina. A
hipoproteinemia acontece principalmente por uma super hidratagdo, mas também pode
ocorrer por perda aguda de sangue ou de plasma, onde havera um deslocamento do
fluido intersticial para o plasma. Essa diluicdo pode ser intensificada pelo mecanismo
compensatorio de ingestao de agua para satisfazer a sede (ECKERSALL, 2008).

O perfil eletroforético anormal de proteinas séricas pode traduzir diminuicao ou
aumento na relagdo A:G. A diminuicdo na relacdo A:G pode ser devido a uma
diminuicdo da albumina ou um aumento das globulinas. J& o aumento na relacédo A:G
pode ser devido a um aumento da albumina ou uma diminuigdo das globulinas
(ECKERSALL, 2008).

Uma diminuicdo da albumina é uma forma comum de disproteinemia.
Fundamentalmente, a diminuicdo pode ser atribuida a qualquer perda ou insuficiéncia
na sintese de albumina. Por causa do tamanho pequeno e da sensibilidade osmética
para o fluido movimentar, a albumina é seletivamente perdida na doenca renal
(GRAUER, 2005), doenga gastrintestinal (KANEKO et al., 1965; MEUTEN et al., 1978),
e no parasitismo intestinal (DOBSON, 1965).
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O aumento das globulinas pode ocorrer pelo aumento das alfaglobulinas. O
aumento da alfa-1-globulina, mas principalmente da alfa-2-globulina, é comumente
encontrado e é um importante achado diagnéstico. Muitas proteinas de fase aguda
migram na regido alfa-1 e alfa-2-globulina, assim os aumentos dessas globulinas sao
achados comuns nas doengas inflamatérias agudas e representam uma resposta da
fase aguda (ECKERSALL, 2008).

O aumento das globulinas também pode ser desencadeado pelo aumento da
fracdo betaglobulina. O aumento isolado das betaglobulinas é infrequente na maioria
das espécies e encontra-se em associagdo com doencga hepética ativa, dermatopatia
supurativa e na sindrome nefrética. A transferrina parece ser o0 maior componente que
eleva-se na doenga hepatica ativa junto com hemopexina e complemento, mas como
acredita-se que a transferrina seja uma proteina de fase aguda negativa, ela pode
diminuir durante doenca inflamatéria e infecciosa (ECKERSALL, 2008). A maioria dos
aumentos nas betaglobulinas é policlonal com aumentos nas gamaglobulinas e,
somente ocasionalmente, o pico monoclonal pontiagudo € visto no mieloma multiplo, na
macroglobulinemia de Waldenstrom’s e no linfoma (MACEWEN et al., 1977).

A ponte beta-gama é um fendbmeno de ligacdo de beta e gamaglobulinas e
sugere uma hepatite ativa cronica. Nesse caso ndo ha uma separacgao clara entre as
fracoes beta-2 e gama-1, o que resulta de um aumento de IgA, IgM ou de ambos.
Raramente uma gamopatia de grau leve, no linfoma, pode resultar em uma ponte beta-
gama (ECKERSALL, 2008).

O aumento das globulinas pode ocorrer pelo aumento das gamaglobulinas
(aumento amplo). Aumento amplo nas gamaglobulinas caracteriza a gamopatia
policlonal e é o resultado da heterogenicidade de clones de linfocitos B e de
plasmécitos, a qual produzem uma mistura heterogénia de imunoglobulinas. Uma ou
todas as imunoglobulinas IgM, 1gG ou IgA podem estar presentes, mas predomina uma.
O perfil da inflamacdo crénica pode ser manifestado por uma variedade de
determinadas doencas tais como tumor maligno, infeccdes crénicas e doencas do
colageno. Ha diminuigdo concomitante da albumina como resultado da diminuigéo de

sua sintese. Os linfomas podem provocar hiperglobulinemia monoclonal ou policlonal. O
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pico hiperglobulinémico pode ocorrer em algum lugar entre a regido beta-1 e gama-2, e
alcancar picos difusos, pontiagudos e monoclonais. Os picos policlonais do linfoma
podem ser o resultado de um grupo de tumores de clones em contraste com clones
discretos simples, os quais aumentam os picos monoclonais (ECKERSALL, 2008).

O aumento das globulinas pode ser desencadeado pelo aumento das
gamaglobulinas (aumento pontiagudo). A forma monoclonal é caracterizada por picos
agudos de imunoglobulinas. Eles podem ocorrer na regido beta, mas séao
frequentemente limitados a regido gama. Nos linfomas podem estar presentes picos
monoclonais dependendo do grau de clonagem das células tumorais. A proteina
monoclonal dominante IgM tem sido relatada no caso de leucemia linfocitica em caes
(BRAUND et al., 1978). Uma gamopatia biclonal foi observada em cdes com uma
combinacdo de mieloma e linfoma cutaneo (JACOBS et al.,, 1986). Um estudo
retrospectivo de 18 casos de gamopatia monoclonal em céaes confirmou que a maioria
estava associada a tumores linfoproliferativos, incluindo mieloma multiplo,
macroglobulinemia de Waldenstrédm’s, linfoma, leucemia linfocitica cronica e
plasmocitoma mucocutdneo (GIRAUDEL et al.,, 2002). Entretanto, gamopatias
monoclonais ndo mielomatosas foram identificadas em casos de leishmaniose e
ehrlichiose, nesses e em outros estudos (BREITSCHWERDT et al., 1987). As
gamopatias monoclonais também foram relatadas na amiloidose canina
(SCHWARTZMAN, 1984).

O aumento verdadeiro de albumina ndo ocorre em nenhum animal. Assim, a
hiperalbuminemia é relativa por causa de uma hemoconcentragdo como o resultado de
perda de agua e desidratacao (ECKERSALL, 2008).

A diminuicdo de globulinas pode ocorrer pela auséncia de gamaglobulinas no
soro fetal, no soro antes da ingestdo do colostro, ou em animais neonatais privados de
colostro (WEAVER et al., 2000) e pode ser imediatamente observada na eletroforese de

proteinas séricas.
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2.6 Eletroforese de PFA no Linfoma

Nas neoplasias das células linfoides pode haver o aumento de alfa-2 e
betaglobulinas, embora nos linfomas e carcinomas hepaticos seja comum haver um
aumento de beta e gamaglobulinas (BUSH, 2004). Em 20% dos cées com linfoma ha
hipergamaglobulinemia que causa a hiperglobulinemia (CARDOSO et al., 2004).

No linfoma, pode haver gamopatia monoclonal ou policlonal (KANEKO et al.,
2008). Gamopatias monoclonais representam doencgas decorrentes de alteragcdées na
sintese de imunoglobulinas, ou seja, uma proliferacao de células do tipo B que resulta
em sintese excessiva de uma imunoglobulina monoclonal (MACEWEN & HURVITZ,
1977). Assim, esta gamopatia esta associada a doencas linfoproliferativas,
especialmente aos linfomas de células B (DORFMAN e DIMSKI, 1992; GIRAUDEL et
al., 2002).

3. OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo quantificar e qualificar as proteinas séricas
totais e suas fracées, em matriz de gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), em caes sadios
e linfomatosos, sendo estes tratados com o protocolo quimioterapico de Madison-
Wisconsin.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Parcelas Experimentais

Utilizaram-se 20 caes, com ou sem raca definida, machos ou fémeas,
distribuidos em dois grupos. No grupo controle reuniram-se 10 caes sadios € no grupo
doente, 10 caes linfomatosos (Tabela 1), atendidos junto ao Setor de Oncologia
Veterinaria do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel” da FCAV/UNESP,
campus de Jaboticabal/SP. O diagnéstico do linfoma foi estabelecido com base nos
exames clinicos, citologia e/ou histopatologia do tecido ou 6rgao.
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Tabela 1. Dados gerais dos caes linfomatosos (FCAV/Unesp — Jaboticabal, 2009).

. Classificagéo Estadia- g ostadia

Animais Raca Idade Sexo Peso anatémica Qﬁ]?ct:g mento

A1 Teckel 7anos fémea 13kg  multicéntrico \ a

A2 Rottweiler 7anos fémea 31kg  multicéntrico I a

A3 Cocker 9anos fémea 13kg  cutaneo \ a

A4 Rottweiler 6anos macho  40kg  multicéntrico \ a

A5 Rottweiler 5anos fémea 32kg  multicéntrico v b

A6 SRD 6anos fémea 39kg  extranodal \ a

A7 Rottweiler 3,5anos  fémea 34kg  cutaneo \ b

A8 Labrador 6,5anos macho 29kg  multicéntrico Il b

A9 Rottweiler 9anos macho  35kg cutaneo | a

A10 Poodle 15anos macho  8kg cutaneo \ a

I- dnico linfonodo, II- varios linfonodos, llI- linfoadenomegalia, V- figado e/ou bago com ou sem

Iipfogde_nomegalia, V- sangue, medula 6ssea e/ou outros 6rgaos, a- sem sinais sistémicos, b- com
sinais sistémicos
4.2 Quimioterapia Antineoplasica

Os caes linfomatosos foram avaliados durante oito sessdes de quimioterapia por
nove semanas, pois a 5% e 10? semanas foram de intervalo quimioterapico. A
quimioterapia antineoplasica foi instituida com base no Protocolo de Madison-
Wisconsin, utilizando-se somente a fase de inducao com duracdo de dez semanas,
constituido pelos seguintes farmacos (Tabela 2):
- sulfato de vincristina: dose intra-venosa de 0,75mg/m2, nas 12, 32, 62 e 82 semanas.
- L-asparaginase: dose intra-muscular de 400Ul/kg, na 12 semana, em dose Unica.
- ciclofosfamida: dose oral de 250mg/m?2, nas 22 e 72 semanas.
- doxorrubicina: dose intra-venosa de 30mg/m?, nas 42 e 92 semanas.
- prednisona: dose oral de 2mg/kg/dia, na 12 semana, por sete dias; depois
1,5mg/kg/dia, na 22 semana, por sete dias; depois 1mg/kg/dia, na 3% semana, por sete
dias; e por fim, 0,5 mg/kg/dia, na 42 semana, por mais sete dias.
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Tabela 2. Protocolo quimioterapico de Madison-Wisconsin (RODASKI e DE NARDI,
2006) (FCAV/Unesp — Jaboticabal, 2009).

semanas vincristina L-asparaginase ciclofosfamida doxorrubicina prednisona
0,75mg/m2, 400Ul /kg, 250mg/m?2, 30mg/m2, 0,5 a 2mg/kg/dia
LV. [.M. V.O. infusdo I.V. V.0.

S1 X X _ _ 2mg/kg/dia

S2 _ _ X _ 1,5mg/kg/dia

S3 X _ _ _ 1mg/kg/dia

S4 _ _ _ X 0,5mg/kg/dia

S5 _ _ _ _ _

S6 X _ _ _ _

S7 _ _ X _ _

S8 X _ _ _ _

S9 X

As semanas S1 a S4 e S6 a S9 correspondem as sessoes de tratamento quimioterapico.

4.3 Colheita de Sangue

As amostras de sangue foram obtidas por veni-punc¢ao jugular ou cefalica, com
seringas descartaveis de 5 mL e agulhas hipodérmicas 25x7, apds antissepsia local, e
armazenadas em tubos de ensaio (10x70), sem anticoagulante.

4.4 Preparacao das Amostras

Cada tubo foi submetido a centrifugagao por 5 minutos, a 1.257,6 g (2500 rpm),
para obtencao do soro. Ato continuo, o soro sanguineo foi envasado e armazenado em
eppendorfs (1,5 mL), sob congelamento a — 18°C, até o momento da analise
eletroforética.

As amostras dos cdes sadios foram obtidas uma Unica vez, e dos caes
linfomatosos, no momento do diagndstico e semanalmente, momentos antes de cada

sessao quimioterapica, durante 9 semanas.
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4.5 Analises Laboratoriais
4.5.1 Proteinas Séricas Totais
As proteinas séricas totais foram determinadas pelo Método do Biureto, com

auxilio de um conjunto de reagentes’ e leitura em espectrofotdmetro semi-automatico2

4.5.2 Fracionamento Eletroforético
As andlises laboratoriais foram conduzidas no Laboratério de Apoio a Pesquisa
do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria, da FCAV — Unesp, Jaboticabal, SP.
O proteinograma sérico foi obtido em matriz de gel de poliacrilamida contendo dodecil
sulfato de sédio (SDS-PAGE). O fracionamento eletroforético foi realizado segundo

técnica descrita por LAEMMLI (1970) modificada, utilizando-se o sistema vertical de

eletroforese (PROTEAN II XI-VERTICALELETROPHORESIS CELLS®— BIO-RAD).

A polimerizacao do gel foi possivel pela adicaéo de 150 pL de
tetrametiletilenodiamina (TEMED)? e 0,3 pL de persulfato de aménia a 10%.

A placa contendo o gel foi colocada em suporte apropriado em contato com uma
cuba superior contendo solugédo tampao de pH 8,5, constituida de 36,309 de tris-base,
112,509 de glicina, 10g de dodecil sulfato de sédio (SDS) e agua destilada estéril
suficiente para completar um litro de solugéo. A parte superior da placa que continha o
gel entrou em contato com uma cuba contendo solugcao tampao de pH 8,5, constituida
de 18,15¢g de tris-base, 46,259 de glicina, 10g de SDS, em um litro de agua destilada
estéril (Apéndice A). As placas foram preenchidas com o gel de separagao a 10% e gel
de empilhamento a 4%. As amostras para o fracionamento das proteinas foram
preparadas utilizando-se 10 pL de soro sanglineo diluidos em 30 pL de tampéao-fosfato
(PBS) e 20 uL de gel mix e aquecidas sobre agua em ebulicdo por 10 minutos. Uma
aliquota de 5 uL das referidas amostras era depositada no fosso do gel.

' Labtest — Sistema de Diagndsticos Ltda - Belo Horizonte — MG.
2 Labquest — Sistema de Diagnoésticos Ltda — Belo Horizonte — MG.
8 Sigma, ST. Louis-MO, Estados Unidos.
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A placa era colocada em suporte apropriado! (Figura 1), em contato com solugao
tampdo com pH 8,5 e submetida a corrente elétrica a 20 mA, em fonte adequada.
Terminada a separacao, o gel era corado durante duas horas em solu¢do de azul de
comassie 0,2%, no agitador horizontal (Figura 2), para uma coloragcédo uniforme e, em
seguida, retirado o excesso de corante com solugcdo descorante (Apéndice A), até que
as fracdes se apresentassem nitidas.

Os pesos moleculares e as concentragcbes das fracbes protéicas foram
determinados por densitometria computadorizada? (SHIMADZU CS-9301) (Figura 3)
através do escaneamento das amostras (Figura 4). Para a identificacdo das proteinas
foram utilizados marcadores® (Figura 5) (SIGMA MARKER™, wide range, 6,5 a 200
KD) de pesos moleculares de 200, 116, 97, 66, 55, 45, 36, 29 e 20 KD, além das
proteinas purificadas albumina, alfa-1-antitripsina, haptoglobina, ceruloplasmina,
transferrina e 1gG. Para a avaliacdo densitométrica das bandas protéicas
confeccionaram-se curvas de referéncia a partir da leitura do marcador padrao (Figura
6). A seguir, as etapas da técnica da SDS-PAGE:

' Fotodyne, Fotodyne Inc, Houston, TX-USA.
2 Shimadzu, Shimadzu Corp., Kyoto-Japao.
3 ® Sigma-Aldrich Biotechnology LP.
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Figura 2. Agitador horizontal
(Arquivo pessoal)

Figura 1. Cubas de eletroforese placas de
vidro (Arquivo pessoal)

Figura 3. Densitémetro computadorizado Figura 4. Escaneamento das amostras
(Arquivo pessoal) (Arquivo pessoal)

Figura 5. Marcagao de pontos Figura 6. Curva eletroforética
(Arquivo pessoal) (Arquivo pessoal)
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4.6 Analise Estatistica

Para verificar se as proteinas séricas e seu fracionamento eletroforético diferiram
entre os caes sadios e linfomatosos antes do inicio da quimioterapia, e para os caes
linfomatosos nas sessdes de quimioterapia, utilizou-se a Andlise de Variancia pelo
Teste F. O Teste de Tukey a 5% de probabilidade foi utilizado para comparacdo das
médias entre os cades sadios e linfomatosos, e entre os caes linfomatosos nos
diferentes momentos.

Utilizou-se o programa estatistico AGROESTAT (versdao 1.0, 2008) para a
realizacao destas analises (BARBOSA e MALDONADO JR, 2008).
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5. RESULTADOS

O proteinograma sérico foi obtido em matriz de gel de poliacrilamida contendo
dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE). A Figura 9 ilustra a separacdo em SDS-PAGE

das proteinas séricas nos caes.

Figura 7. Eletroforese de proteinas séricas em matriz de gel de poliacrilamida mostrando a separacao
das fracdes protéicas em caes. Ha 17 amostras de soro sanguineo, sendo a amostra padrao
(P) o espago 7. As proteinas com maior peso molecular localizam-se no inicio (1) da corrida
eletroforética, estando entre elas as proteinas IgA (170 KD), ceruloplasmina (125 KD),
transferrina (85 KD), albumina (65 KD), alfa-1- antitripsina (60 KD) e IgG (cadeia pesada) (52
KD). No meio (M) do gel estao as proteinas haptoglobina (39 KD) e alfa-1-glicoproteina acida
(37 KD). Ao final (F) do gel estdo as proteinas n® 9 (33 KD), IgG (cadeia leve) (25 KD) e
proteina n® 11 (23 KD).
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A técnica SDS-PAGE permitiu o fracionamento de 18 a 31 proteinas,
dependendo da amostra utilizada, cujos pesos moleculares variaram de 18 a 245
kilodaltons (KD). Para os animais sadios e linfomatosos estudados neste ensaio, 11
proteinas apresentaram importancia na eletroforese e somente nove foram identificadas
nominalmente (Tabelas 3 e 4): albumina, 65 KD (Figura 12); alfa-1-antitripsina (AAT),
60 KD (Figura 15); alfa-1-glicoproteina acida (AGP), 37 KD (Figura 16); ceruloplasmina,
125 KD (Figura 17); haptoglobina, 39 KD (Figura 18); transferrina, 85 KD (Figura 19);
imunoglobulina A (IgA), 170 KD (Figura 20); imunoglobulina G (IgG) (cadeia pesada), 52
KD (Figura 21) e imunoglobulina G (IgG) (cadeia leve), 25 KD (Figura 22). As proteinas
nominalmente ndo identificadas foram reconhecidas pelos respectivos pesos
moleculares: proteina n® 9 de 33 KD (Figura 23), e proteina n® 11 de 23 KD (Figura 24).
Os valores das proteinas séricas totais estao representados nas Tabelas 3 e 4 e Figura
11, das globulinas nas Tabelas 3 e 4 e Figura 13, e das relagées Albumina:globulina
nas Tabelas 3 e 4 e Figura 14. Todas as fracbes protéicas, no momento zero, estao
representadas pela Figura 10.

As concentracdes séricas das proteinas AAT, AGP, transferrina, IgG (cadeia
pesada) e globulinas apresentaram diferencas significativas (p<0,05) entre caes sadios
e linfomatosos, no momento zero, antes da 12 sessdo de quimioterapia. Entre os caes
linfomatosos, durante o tratamento quimioterapico, apenas a concentracdo sérica da
proteina n® 9 (33KD) apresentou diferengas significativas (p<0,05).

A proteina total e as fragbes protéicas encontradas foram descritas na seguinte
ordem: proteina total, albumina, globulinas, relacdo A:G, alfaglobulinas (AAT, AGP,
ceruloplasmina e haptoglobina), betaglobulina (transferrina), gamaglobulinas (IgA, 1gG
de cadeia pesada e leve), proteina n® 9 (33KD) e proteina n® 11 (23KD).

No presente estudo, nos caes linfomatosos, as proteinas de fase aguda que se
apresentaram como positivas foram a AGP, transferrina e haptoglobina, sendo esta
ultima sem diferenca estatistica. E a proteina de fase aguda que apresentou-se como
negativa nos caes linfomatosos foi a AAT, pois suas concentracdes mostraram-se

estatisticamente maior nos caes sadios.
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A classificacao da resposta das proteinas de fase aguda € dividida em principal,
moderada e negativa. A proteina C-reativa e amildide A sérica sé@o classificadas como
resposta principal. A AGP, ceruloplasmina, haptoglobina e proteina-C séo classificadas
como resposta moderada e a albumina como resposta negativa (CERON et al., 2005;
ECKERSALL, 2008). No entanto, nesse experimento, ndo foi encontrada nenhuma
proteina de fase aguda com resposta principal, com resposta moderada foram
encontradas a AGP, ceruloplasmina e haptoglobina, e com resposta negativa a
albumina, porém somente a AGP apresentou-se estatisticamente maior nos caes

linfomatosos.
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Tabela 3. Médias e desvios padrdo das concentragdes séricas das protéicas (g/dL),

verificadas no proteinograma obtido em matriz de gel de poliacrilamida em
cées sadios e caes com linfoma, antes da primeira sessdo de quimioterapia
(FCAV/Unesp — Jaboticabal, 2009).

PESO CAES CAES
PROTEINA MOLECULAR SADIOS LINFOMATOSOS

(KD) (n=10) (n=10)
Proteina Total _ 7,36+0,59 8,57+1,93
albumina 65 3,6210,26 3,51+0,64
Globulina _ 3,62+0,58 5,31+1,68"
Relacédo A:G _ 0,98+0,15 0,78+0,30
al-antitripsina 60 0,47+0,132 0,33%0,16"
al-glic. 4cida 37 0,02+0,012 0,04+0,03°
Ceruloplasmina 125 0,02+0,01 0,01+ 0,01
Haptoglobina 39 0,010,004 0,02+0,01
Transferrina 85 0,210,022 0,28+0,11°
IgA 170 0,021+0,01 0,023+0,01
19G (cp) 52 0,94+ 0,262 1,55+0,83°
IgG (cl) 25 0,52+0,24 1,11+0,86
Proteina n°9 33 0,17£0,06 0,28+0,18
Proteina n®11 23 0,8510,18 0,85+0,4

Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem entre si (p<0,05) pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade para comparagdao de médias. A auséncia de letras na mesma linha
corresponde a médias iguais.



Tabela 4. Médias gerais e desvios-padrdo das concentragdes séricas das fragdes protéicas (g/dL), verificadas na SDS-PAGE, em caes
linfomatosos antes de cada sessao de quimioterapia (FCAV/Unesp — Jaboticabal, 2009).

proteina 18sessao 2%sessao 32sessao 43sessao 62sessao 7%sessao 8%sessao 9%sessao
proteina total 8,57+1,93  8,84+1,62 9,07+1,19 8,6+1,37  8,79+1,44  8,9#1,95  8,71+1,32 8,4+1,33
albumina 3,51+0,64  3,84%0,62 4,16+0,76 3,80+0,92  3,99+0,43  3,76+0,67  3,7+0,77 3,42+0,83
globulina 5,06+1,77 5+1,43 4,9+0,98 4,8+0,91 48+1,47  514+1,71  5,01+1,44 4,98+1,41
relacio A:G 0,78+0,3  0,830,24 0,88+0,23 0,82+0,23  0,9+0,27  0,78+0,23  0,8+0,29 0,74+0,29
antitripsina 0,33+0,16  0,34+0,11 0,45+0,08 0,38+0,06  0,42+0,12  0,41+0,21  0,43%0,18 0,39+0,14
glicoproteina 0,04+0,03  0,02+0,02 0,02+0,01 0,02+0,01  0,04+0,03  0,04+0,02  0,04+0,03 0,04+0,03
ceruloplasmina 0,01+0,01  0,02+0,01 0,01+0,01 0,02+0,01  0,01£0,01  0,01#0,01  0,02+0,02 0,03+0,05
haptoglobina 0,02+0,01  0,03+0,02 0,04+0,02 0,04+0,02  0,03+0,02  0,03+0,03  0,03+0,02 0,03+0,01
transferrina 0,28+0,11 0,25+0, 1 0,25+0,8 0,23+0, 1 0,25+0,09  0,3+0,12  0,24%0,12 0,25+0,11
IgA 0,02+0,01  0,02+0,02 0,01+0,01 0,01#0,02  0,02+0,02  0,02+0,02  0,02+0,02 0,02+0,02
I9G (cp) 1,55+0,83  1,38+0,65 1,07+0,56 1,120,53 1,10,77 1,3520,62  1,33+0,71 1,54+0,76
IgG (cl) 1,1120,86  0,8%0,72 0,7+0,53 0,64+0,57  0,74+0,64  0,88+0,7  0,88%0,63 0,9+0,57
proteina n%9 0,28+0,18°  0,63+0,3%°  0,78#0,35°  0,7+0,29%° 0,53+0,22°° 0,35+0,11”° 0,35+0,18  0,29+0,18°
proteina n?11 0,85+0,39  0,92+0,33 1,0140,34 0,98+0,34  1,09+0,41  1,05+0,38  1,05+0,25 0,92+0,29

Médias seguidas por letras mindsculas diferentes na mesma linha diferem entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade para comparagéo das médias.
A auséncia de letras na mesma linha corresponde a médias iguais pelo teste de Tukey a 5%.

e
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5.1 Fracoes Protéicas

No momento zero, ou seja, no momento do diagnostico, antes da 12 sessao de
quimioterapia, as médias das concentragdes séricas (g/dL) da alfa-1-antitripsina, alfa-1-
glicoproteina &cida, transferrina e IgG (cadeia pesada), apresentaram diferencas
significativas (p<0,05) (Figura 8), entre os caes sadios e linfomatosos. Os caes sadios
apresentaram aumento de alfa-1-antitripsina, e os caes linfomatosos apresentaram
aumento de alfa (alfa-1-glicoproteina acida), beta (transferrina) e gamaglobulinas (IgG
cadeia pesada).
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Figura 8. Representagao grafica das concentragdes séricas (g/dL) das fragdes protéicas, albumina,
alfa-1-antitripsina, alfa-1-glicoproteina &cida, ceruloplasmina, haptoglobina, transferrina,
IgA, IgG (cadeia pesada), IgG (cadeia leve), proteina n? 9 (33KD) e proteina n® 11 (23 KD),
respectivamente, verificadas na SDS-PAGE, em caes sadios e linfomatosos antes da 12
sessao de quimioterapia (FCAV/Unesp — Jaboticabal, 2009).
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5.2 Proteina Total

As médias das concentragdes séricas (g/dL) das proteinas totais entre caes
sadios e linfomatosos, antes da 12 sessdo de quimioterapia, nao apresentaram
diferencas significativas (p>0,05) (Figura 9A).

As médias das concentracoes séricas (g/dL) das proteinas totais entre os caes
linfomatosos, durante as sessdes semanais de quimioterapia, ndo apresentaram

diferencas significativas (p>0,05) (Figura 9B).
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Figura 9. Representagao grafica das concentragoes séricas (g/dL) da Proteina Total, verificadas na
SDS-PAGE, de caes sadios e linfomatosos, antes da 12 sessao de quimioterapia (A), e de
caes linfomatosos antes de cada sessdo semanal de quimioterapia (B) (FCAV/Unesp —
Jaboticabal, 2009).
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5.3 Albumina

As médias das concentragdes séricas (g/dL) da albumina entre cdes sadios e
linfomatosos, antes da 1?2 sessdo de quimioterapia, ndo apresentaram diferengas
significativas (p>0,05) (Figura 10A).

As médias das concentragbes séricas (g/dL) da albumina entre caes
linfomatosos, durante as sessdes semanais de quimioterapia, ndo apresentaram

diferencas significativas (p>0,05) (Figura 10B).
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Figura 10. Representacao grafica das concentragdes séricas (g/dL) da proteina Albumina, verificadas
na SDS-PAGE, de caes sadios e linfomatosos, antes da 12 sessdo de quimioterapia (A), e

de cées linfomatosos antes de cada sessao semanal de quimioterapia (B) (FCAV/Unesp —
Jaboticabal, 2009).
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5.4 Globulinas

As médias das concentracoes séricas (g/dL) das globulinas entre cdes sadios e
linfomatosos, antes da 12 sessdo de quimioterapia, apresentaram diferencas
significativas (p>0,05) (Figura 11A).

As meédias das concentragdes séricas (g/dL) das globulinas entre caes
linfomatosos, durante as sessdes semanais de quimioterapia, ndo apresentaram

diferencas significativas (p>0,05) (Figura 11B).
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Figura 11. Representagcao grafica das concentragdes séricas (g/dL) das globulinas, verificadas na
SDS-PAGE, de céaes sadios e linfomatosos, antes da 12 sessdo de quimioterapia (A), e

de caes linfomatosos antes de cada sessdo semanal de quimioterapia (B) (FCAV/Unesp
— Jaboticabal, 2009).
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5.5 Relacao Albumina:Globulina (A:G)

As médias das relacbes A:G entre caes sadios e linfomatosos, antes da 12
sessdo de quimioterapia, ndo apresentaram diferencas significativas (p>0,05) (Figura
12A).

As médias das relagdes A:G entre os caes linfomatosos, durante as sessodes
semanais de quimioterapia, ndo apresentaram diferencas significativas (p>0,05) (Figura
12B).
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Figura 12. Representagao grafica das relagbes Albumina:Globulina, verificadas na SDS-PAGE, de
caes sadios e linfomatosos, antes da 12 sessdo de quimioterapia (A), e de caes

linffomatosos antes de cada sessdao semanal de quimioterapia (B) (FCAV/Unesp —
Jaboticabal, 2009).
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5.6 Alfa-1-Antitripsina (AAT)

As médias das concentragdes séricas (g/dL) da AAT entre cédes sadios e
linfomatosos, antes da 12 sessdao de quimioterapia, apresentaram diferencas
significativas (p<0,05) (Figura 13A).

As médias das concentragdes séricas (g/dL) da AAT entre caes linfomatosos,
durante as sessbes semanais de quimioterapia, ndao apresentaram diferencas

significativas (p>0,05) (Figura 13B).
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Figura 13. Representacao grafica das concentragdes séricas (g/dL) da proteina Alfa-1-Antitripsina,
verificadas na SDS-PAGE, de cdes sadios e linfomatosos, antes da 12 sessdo de
quimioterapia (A), e de caes linfomatosos antes de cada sessao semanal de quimioterapia
(B) (FCAV/Unesp — Jaboticabal, 2009).
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5.7 Alfa-1-Glicoproteina Acida (AGP)

As médias das concentragbes séricas (g/dL) da AGP entre cdes sadios e
linfomatosos, antes da 12 sessdo de quimioterapia, apresentaram diferencas
significativas (p<0,05) (Figura 14A).

As médias das concentragdes séricas (g/dL) da AGP entre cées linfomatosos,
durante as sessbes semanais de quimioterapia, ndao apresentaram diferencas

significativas (p>0,05) (Figura 14B).
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Figura 14. Representacdo grafica das concentragdes séricas (g/dL) da proteina Alfa-1-Glicoproteina

Acida, verificadas na SDS-PAGE, de cdes sadios e linfomatosos, antes da 12 sessdo de
quimioterapia (A), e de caes linfomatosos antes de cada sessdo semanal de quimioterapia
(B) (FCAV/Unesp — Jaboticabal, 2009).
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5.8 Ceruloplasmina

As médias das concentragdes séricas (g/dL) da ceruloplasmina entre caes
sadios e linfomatosos, antes da 12 sessdo de quimioterapia, nao apresentaram
diferencas significativas (p>0,05) (Figura 15A).

As médias das concentragdes séricas (g/dL) da ceruloplasmina entre caes
linfomatosos, durante as sessdes semanais de quimioterapia, ndo apresentaram

diferencas significativas (p>0,05) (Figura 15B).
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Figura 15. Representagdo grafica das concentragbes séricas (g/dL) da proteina Ceruloplasmina,

verificadas na SDS-PAGE, de cies sadios e linfomatosos, antes da 12 sessdo de

quimioterapia (A), e de caes linfomatosos antes de cada sessdo semanal de quimioterapia
(B) (FCAV/Unesp — Jaboticabal, 2009).
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5.9 Haptoglobina

As médias das concentragdes séricas (g/dL) da haptoglobina entre caes sadios
e linfomatosos, antes da 12 sessdo de quimioterapia, ndo apresentaram diferencas
significativas (p>0,05) (Figura 16A).

As médias das concentragées séricas (g/dL) da haptoglobina entre caes
linfomatosos durante as sessGes semanais de quimioterapia, ndo apresentaram

diferencas significativas (p>0,05) (Figura 16B).



49

A
HAPTOGLOBINA
-
Re)
ke
o) @ Sadio
(g
8 m Linfoma
=
0]
&)
c
o]
o
caes
B
HAPTOGLOBINA
-
Ke)
S
S
g
=
(o)
8]
c
]
8]
semanas
Figura 16. Representacdo grafica das concentragbes séricas (g/dL) da proteina Haptoglobina,

verificadas na SDS-PAGE, de caes sadios e linfomatosos, antes da 12 sessdo de
quimioterapia (A), e de cées linfomatosos antes de cada sessdao semanal de
quimioterapia (B) (FCAV/Unesp — Jaboticabal, 2009).
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5.10 Transferrina

As médias das concentracoes séricas (g/dL) da transferrina entre caes sadios e
linfomatosos, antes da 12 sessdao de quimioterapia, apresentaram diferencas
significativas (p<0,05) (Figura 17A).

As médias das concentragbes séricas (g/dL) da transferrina entre caes
linfomatosos, durante as sessdes semanais de quimioterapia, ndo apresentaram

diferencgas significativas (p>0,05) (Figura 17B).
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Figura 17. Representagdo grafica das concentragbes séricas (g/dL) da proteina Transferrina,

verificadas na SDS-PAGE, de caes sadios e linfomatosos, antes da 12 sessdo de

quimioterapia (A), e de caes linfomatosos antes de cada sessdo semanal de
quimioterapia (B) (FCAV/Unesp — Jaboticabal, 2009).
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5.11 Imunoglobulina A (IgA)

As médias das concentracbes séricas (g/dL) da IgA entre cdes sadios e
linfomatosos, antes da 1?2 sessdo de quimioterapia, ndo apresentaram diferengas
significativas (p>0,05) (Figura 18A).

As médias das concentragdes séricas (g/dL) da IgA entre caes linfomatosos,
durante as sessbes semanais de quimioterapia, ndao apresentaram diferencas

significativas (p>0,05) (Figura 18B).
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Figura 18.

Representagdo grafica das concentragbes séricas (g/dL) da proteina IgA,
verificadas na SDS-PAGE, de cées sadios e linfomatosos, antes da 12 sessdo de
quimioterapia (A), e de caes linfomatosos antes de cada sessdo semanal de
quimioterapia (B) (FCAV/Unesp — Jaboticabal, 2009).
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5.12 Imunoglobulina G (cadeia pesada)

As médias das concentragbes séricas da IgG (cp) entre cées sadios e
linfomatosos, antes da 12 sessdao de quimioterapia, apresentaram diferencas
significativas (p<0,05) (Figura 19A).

As médias das concentragdes séricas (g/dL) da IgG (cp) entre caes linfomatosos,
durante as sessbes semanais de quimioterapia, ndao apresentaram diferencas

significativas (p>0,05) (Figura 19B).
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Figura 19. Representagéo grafica das concentragdes séricas (g/dL) da proteina IgG (cp), verificadas
na SDS-PAGE, de caes sadios e linfomatosos, antes da 12 sessdo de quimioterapia (A),
e de caes linfomatosos antes de cada sessdo semanal de quimioterapia (B)
(FCAV/Unesp — Jaboticabal, 2009).
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5.13 Imunoglobulina G (cadeia leve)

As médias das concentracbes séricas (g/dL) da IgG (cl) entre cdes sadios e
linfomatosos, antes da 12 sessdo de quimioterapia, ndo apresentaram diferengas
significativas (p>0,05) (Figura 20A).

As médias das concentracoes séricas (g/dL) da IgG (cl) entre caes linfomatosos,
durante as sessbes semanais de quimioterapia, ndao apresentaram diferencas

significaticas (p>0,05) (Figura 20B).
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Figura 20. Representagao grafica das concentragdes séricas (g/dL) da proteina IgG (cl), verificadas na
SDS-PAGE, de cées sadios e linfomatosos, antes da 12 sessdo de quimioterapia (A), e de

caes linfomatosos antes de cada sessao semanal de quimioterapia (B) (FCAV/Unesp —
Jaboticabal, 2009).
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5.14 Proteina n2 9 (33KD)

A médias das concentragdes séricas (g/dL) da proteina n® 9 (33 KD) entre caes
sadios e linfomatosos, antes da 12 sessdo quimioterapia, ndo apresentaram diferencas
significativas (p>0,05) (Figura 21A).

As médias das concentragdes séricas (g/dL) proteina n® 9 (33 KD) entre caes
linfomatosos, durante as sessdes semanais de quimioterapia, apresentaram diferencas
significativas (p<0,05) (Figura 21B). A proteina n® 9 (33KD) nas 32 (vincristina e
prednisona) e 62 (vincristina) semanas de quimioterapia, apresentou diferencas
significativas (p<0,05) de todas as outras semanas, a 12 semana (vincristina, L-
asparaginase e prednisona) ndao apresentou diferenca significativa com a 92 semana
(doxorrubicina), a 22 semana (ciclofosfamida e prednisona) ndo apresentou diferenca
significativa com a 42 semana (doxororrubicina) e a 72 semana (ciclofosfamida) nao

apresentou diferenca significativa com a 82 semana (vincristina).



PROTEINA n¢ 9 (33KD)

3

=)

ge @ Sadio
icé" ® Linfoma
£

2

3

caes
B
PROTEINA n2 9 (33KD)

*

0,8

0,6

*kkk kkkk

0,4

0,2

concentracao (g/dL)

semanas

Figura 21. Representacdo grafica das concentracdes séricas (g/dL) da Proteina n? 9 (33KD),
verificadas na SDS-PAGE, de caes sadios e linfomatosos, antes da 12 sessdo de
quimioterapia (A), e de caes linfomatosos antes de cada sessdo semanal de
quimioterapia (B) (FCAV/Unesp — Jaboticabal, 2009).
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5.15 Proteina n2 11 (23KD)

As médias das concentragdes séricas (g/dL) da proteina n® 11 (23 KD) entre
caes sadios e linfomatosos, antes da 12 sessdo de quimioterapia, ndo apresentaram
diferencas significativas (p>0,05) (Figura 22A).

As médias das concentragdes séricas (g/dL) da proteina n® 11 (23 KD) entre
caes linfomatosos, durante as sessdes semanais de quimioterapia, ndo apresentaram

diferencgas significativas (p>0,05) (Figura 22B).
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Figura 22. Representagdo grafica das concentragbes séricas (g/dL) da Proteina n® 11 (23KD),
verificadas na SDS-PAGE, de caes sadios e linfomatosos, antes da 12 sessdo de
quimioterapia (A), e de caes linfomatosos antes de cada sessdao semanal de
quimioterapia (B) (FCAV/Unesp — Jaboticabal, 2009).
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6. DISCUSSAO

Pelo significado biolégico e multiplas fun¢des exercidas no sistema organico, a
avaliacdo dos niveis séricos das proteinas totais e de suas fragbes (albumina,
alfaglobulinas, betaglobulinas, e gamaglobulinas), obtidas por eletroforese, representa
um importante auxilio ao diagndéstico clinico (KANEKO et al., 1997).

O proteinograma sérico em SDS-PAGE, representa um dos mais confidveis
métodos de identificacdo de proteinas dos fluidos corporais (KANEKO et al., 2008). O
desenvolvimento de neoplasias pode causar alteragdes nas concentragbes séricas de
proteinas de fase aguda (PFAs), consequiente ao estimulo biossintético dos hepatdcitos
por acéo das citocinas inflamatérias (ECKERSALL, 2008).

Neste estudo, foram encontradas de 18 a 31 fracdes protéicas nos caes sadios e
linfomatosos, porém somente 11 fracdes apresentaram evidéncia no tragado
eletroforético. As proteinas séricas totais incluem albumina, alfaglobulinas,
betaglobulinas e gamaglobulinas. As subfracées de alfaglobulinas encontradas neste
ensaio incluiram alfa-1-antitripsina (AAT), alfa-1-glicoproteina acida (AGP), alfa-2-
ceruloplasmina e alfa-2-haptoglobina. A transferrina foi a betaglobulina encontrada. A
IgA foi encontrada e ha controvérsias na sua localizagdo na curva eletroforética.
Segundo BUSH (2004), a IgA localiza-se na fragcdo betaglobina, ja NAOUM (1999),
relata entre alfa-2-globulina e gamaglobulina. As gamaglobulinas detectadas incluiram
lgG de cadeia pesada e leve. Além dessas proteinas, também foram encontradas duas
proteinas nao identificadas, nominalmente, as proteinas n® 9 (33KD) e n® 11 (23KD).

As médias das concentragdes séricas das proteinas totais dos caes sadios e
linfomatosos antes da quimioterapia, e nestes durante o protocolo quimioterapico, néo
apresentaram diferencas significativas (p>0,05), no entanto, apresentaram-se maiores
nos caes linfomatosos, corraborando os achados de CALAZANS (2006), ECKERSALL
(2008) e SEMOLIN (2008), que relataram maior producao de globulinas em doencas
inflamatérias e neoplasicas. Tais achados também corroboram aqueles de COUTO
(2001a), que relata a hiperproteinemia como sendo uma anormalidade paraneoplasica
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que ocorre raramente e é secundaria a producao de proteina monoclonal pelas células
do linfoma, podendo resultar em sindromes de hiperviscosidade.

Segundo DALECK et al., (2008), deve-se avaliar pacientes que exibem alta
taxa de proteina total, comum nos linfomas alimentares, ou com evidéncia da fragéo de
globulina alta no perfil bioquimico, mediante eletroforese sérica. Podem-se observar
hipoalbuminemia e picos nas fragbes alfa-2 e beta em proteinogramas de cées
linfomatosos, resultantes do aumento de proteinas de fase aguda como parte da reacéao
inflamatéria. No ensaio atual, caes linfomatosos apresentaram aumento da alfa-1-
glicoproteina acida (AGP), betaglobulina transferrina e gamaglobulina IgG (cp), e
valores normais para proteina total e albumina, portanto, somente os aumentos das
beta e gamaglobulinas foram semelhantes aos de DALECK et al., (2008).

Segundo NAKAGE (2000), houve decréscimo significativo nos niveis séricos de
proteinas totais, em caes sadios expostos a doxorrubicina (30 mg/m?3), a partir da
terceira administracdo do antineoplasico. Neste ensaio, ndo houve diminuicdo nas
concentragdes séricas das proteinas totais dos caes linfomatosos, apdés a primeira
administragao de doxorrubicina (62 semana).

Segundo SILVA (2005), embora a concentracao de proteinas séricas totais nao
tenha diferido significativamente na comparagé@o entre cdes sadios submetidos a dois
diferentes protocolos quimioterdpicos, combinando lomustina, vincristina e prednisona,
verificou-se significancia estatistica entre animais tratados com diferentes protocolos,
com relagdo a concentracdo sérica de albumina. No estudo em suma, caes
linfomatosos foram submetidos aos farmacos vincristina, prednisona, L-asparaginase,
ciclofosfamida e doxorrubicina e ndo apresentram diferencas significativas com relagao
as proteinas séricas totais e de albumina, quando comparados a animais higidos
(controle). Este achado ndo encontra ressonancia naqueles de RODASKI e DE NARDI
(2006), segundo os quais ha diminuicdo nas taxas de proteinas séricas totais e
albumina com os céaes tratados com L-asparaginase.

O antineoplasico doxorrubicina causa lesdes dos parénquimas hepatico e renal,
levando a hipoproteinemia, hipoalbuminemia e proteindria (NAKAGE, 2000). Verificou-

se neste, apdés administragdo de doxorrubicina, diminuicdo da ceruloplasmina,
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haptoglobina, IgGcp e proteina n® 9 (33KD), porém somente esta Ultima apresentou
alteragdes significativas. A haptoglobina pode diminuir na hemdlise intravascular,
corroborando os achados de DIAS (1998), que demonstrou efeito hemolitico da
doxorrubicina. Pode haver a diminuicdo da IgG em deficiéncias imunolégicas
(ECKERSALL, 2008), da ceruloplasmina, ao nascimento, na desnutricdo e na nefrose
(JAIN, 1993) e da proteina n® 9 (33KD), ndo ha relatos na literatura.

A albumina é considerada uma proteina de fase aguda negativa, no caso do
cdo, e mesmo nao apresentando diferencas significativas (p>0,05) na comparacao
entre cades sadios e linfomatosos, tratados e ndo tratados com o protocolo
quimioterapico, mostrou-se menor nos caes linfomatosos, corroborando com a literatura
(MURATA et al., 2004; CALAZANS, 2006; ECKERSALL, 2008; SEMOLIN, 2008). De
acordo com PRICE et al. (1991), a hipoalbuminemia pode indicar prognéstico pobre em
caes com linfoma multicéntrico e submetidos ao protocolo de manutengdo com
doxorrubicina e ciclofosfamida. Segundo SEVELIUS et al. (1995), a diminuigdo na
concentracao sérica de albumina ou o aumento nas concentracdes de alfa-1-antitripsina
e haptoglobina séricas, foi observado em caes com cirrose hepatica terminal, indicando
comprometimento da massa hepatica funcional.

Os valores de referéncia para concentragéo de albumina sérica em caes situa-
se entre 2,5 a 4 g/dL (BUSH, 2004). Os resultados obtidos para taxas de albumina
sérica, neste estudo, se evidenciaram que tanto cdes higidos quanto linfomatosos,
situaram-se dentro da normalidade.

Em humanos, ha relatos sobre os efeitos de varias doengas e disturbios
nutricionais, na producao de PFAs negativas. Uma hipotese recente é que a resposta
de fase aguda tem um efeito mais forte do que a nutricdo na regulagdo da concentragcao
de albumina, transferrina e outras PFAs negativas. Deste modo, se a hipétese em
epigrafe é segura, é de se esperar que uma diminuicdo na concentragdo das PFAs
negativas € melhor indicador de uma resposta de fase aguda do que de uma deficiéncia
nutricional (CERON et al., 2005).

Estudos experimentais realizados por SORJONEM (1987), em céaes portadores

de cinomose, evidenciaram elevagao da taxa de albumina, decréscimo das fracoes alfa
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e betaglobulinas e aumento significativo da fragdo gamaglobulinas. Ja& os caes
linfomatosos neste estudo ndo apresentaram elevacdo da concentragdo sérica de
albumina. Apresentaram aumento das concentragdes séricas de AGP, betaglobulina,
transferrina e gamaglobulina IgG (cadeia pesada). Tais resultados mostram que as
proteinas de fase aguda apresentam comportamento distinto nas diferentes espécies
animais e frente as diferentes patologias, ou seja, uma proteina que mostra-se elevada
no soro sanguineo de caes com neoplasia, podera apresentar-se normal em céaes com
outras enfermidades, ou em outras espécies animais.

Segundo MOORE et al. (1992), a concentragdo sérica de albumina aumentou
levemente (7 a 13%) em caes apds a administracdo de glicocorticosterdides. No caso
deste estudo, observou-se também que as concentragdes séricas de albumina
aumentaram discretamente apds a 12, 22 e 42 administracbes de glicocorticosterdides
(prednisona), em caes linfomatosos. As proteinas de fase aguda detém a habilidade de
se ligarem a agentes farmacolégicos e tem sido reportado que a disposi¢ao, distribuicao
e cinética dos farmacos no organismo animal, sao significativamente alteradas durante
a fase aguda do processo inflamatério. Assim, a eficacia dos farmacos pode ser
alterada (IKENOUE et al., 2000).

Céaes linfomatosos incluidos neste ensaio ndo apresentaram diferencas
significativas na concentragdo sérica de albumina, ap6s a primeira administracdo de
doxorrubicina, corroborando os achados de NAKAGE (2000), que relatou redugao
significativa na albumina somente apds trés injegdes do supracitado quimioterapico.

Como postulado por COUTO (2001b) e RODASKI e DE NARDI (2006), a
hepatotoxicidade decorrente dos agentes antineoplasicos, de modo geral, é
diagnosticada por intermédio da elevagdo das atividades séricas de enzimas como a
alanina aminotransferase (ALT) e a fosfatase alcalina (FA), além de bilirrubinemia e
hipoalbuminemia. No entanto, neste estudo, n&o foi verificada diminuicdo na
concentracdo sérica da albumina, em caes linfomatosos, apdés o protocolo
quimioterapico.

De acordo com RODASKI e DE NARDI (2006), a L-asparaginase inibe a funcao
dos linfocitos T e B, além de levar os caes a hepatotoxicose com conseqliente aumento
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das atividades séricas das enzimas alanina aminotransferase e aspartato
aminotransferase, bilirrubina e albumina séricas. No caso deste ensaio, verificou-se
aumento na concentracdo sérica de albumina apds administracdo de L-asparaginase,
porém sem alteragdes significativas entre os caes linfomatosos tratados e néo tratados.

Os valores de referéncia para globulinas séricas em caes, situa-se entre 2,5 a
45 g/dL (BUSH, 2004). Foi verificado que os caes linfomatosos deste experimento
apresentaram hiperglobulinemia (5,31+1,68 g/dL). As globulinas séricas apresentaram
diferencgas significativas (p<0,05) na comparacéao entre caes sadios e linfomatosos, no
momento zero. As fragbes protéicas AGP, transferrina e IgG (cp), apresentaram
concentragdes séricas significativamente maiores (p<0,05) nos caes linfomatosos,
indicando a importancia de tais fragdes protéicas no aumento das globulinas, diante do
quadro linfomatoso.

A hiperglobulinemia tem sido observada em aproximadamente 20% dos caes
com linfoma, provavelmente em consequéncia da hipergamaglobulinemia (CARDOSO
et al., 2004). Segundo RAMOS et al. (2008), em um estudo com 14 caes linfomatosos,
71% deles apresentaram hiperglobulinemia. Também, no ensaio em tela, no total de 10
caes linfomatosos, 70% deles apresentaram hiperglobulinemia, no momento zero. Tais
caes linfomatosos apresentaram hiperglobulinemia durante as nove semanas do
protocolo quimioterapico. Mais uma vez, a hiperglobulinemia observada nos céaes
linfomatosos deste protocolo experimental, em todos os momentos, corrobora 0s
achados de KANEKO (1997) e ECKERSALL (2008), que sugerem aumento na
producao de globulinas em doencas inflamatérias e neoplasicas.

Os valores de referéncia para relacdo A:G em caes é de 0,5 a 1,3 (BUSH,
2004). No presente estudo, foram encontrados quocientes iguais a 0,98+0,15 e
0,78+0,3, para cées sadios e linfomatosos, respectivamente. Tais valores encontram-se
dentro da normalidade (KANEKO, 1997). Os valores da relagdo A:G nao apresentaram
diferencas significativas (p>0,05) quando foram confrontados cées sadios e
linfomatosos e entre caes linfomatosos durante a quimioterapia, porém apresentaram-
se menores nos caes linfomatosos, sugerindo uma diminuicdo da concentragcado de

albumina ou uma maior producao de globulinas, como foi observado por ECKERSALL
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(2008). Neste estudo, os caes linfomatosos apresentaram menores concentragdes
séricas de albumina e maiores de globulinas, se comparados aos caes sadios, porém
esses achados foram insuficientes para diferir a relacdo A:G entre eles. Todos os
valores encontrados para a relagdo A:G nos caes linfomatosos, ao longo das sessdes
de quimioterapia, apresentaram-se dentro da normalidade, discordando de FINCO et al.
(1973), que relataram que a alteracéo na relagéo A:G é, geralmente, o primeiro sinal de
distarbio protéico. Segundo SCHALL (1976), a obtencado e estudo eletroforético, dos
valores absolutos de cada fragdo protéica e da determinacao da relacéo A:G, fornecem
excelentes bases para elucidagao diagnoéstica.

A AAT é considerada uma proteina de fase aguda positiva, no caso do cao,
porém suas concentragdes séricas apresentaram-se significativamente menores
(p<0,05) nos caes linfomatosos, comportando-se como uma proteina de fase aguda
negativa, contrariando inclusive THOMAS (2000), que relata elevados picos de
alfaglobulina em caes com diversas neoplasias. De acordo com CARAPETO et al.
(2006), as proteinas que migram na regiao das alfaglobulinas sdo as proteinas de fase
aguda que aumentam imediatamente apds inflamacao ou infeccao, fato que discorda
dos achados do atual estudo, com relacdo a AAT. Ademais, a AAT também pode
diminuir suas concentragdes séricas na doenga hepética e na doenga pulmonar cronica
(ECKERSALL et al., 2008).

Também, segundo MURATA et al. (1995), valores mais baixos de AAT estao
relacionados a menor intensidade da inflamag¢do, o que contradiz os achados deste
ensaio. De acordo com HUGHES et al. (1995), a AAT difunde-se facilmente no intestino
devido ao seu baixo peso molecular, sendo que funcionalmente ela requer um efluxo
substancial para alcancgar seu local de acao extravascular. Assim, a discrepancia dos
resultados dos estudos com ATT pode ser atribuida a diferentes graus de
extravasamento, também relacionado a concentragdo de albumina.

As alfa-1-globulinas (antitripsina e glicoproteina &cida) sao induzidas
principalmente pela citocina interleucina 1 (IL-1) e caracterizam-se por elevarem-se
precocemente apds infeccdo ou lesao tecidual e normalizarem-se rapidamente apés o

término do estimulo. Por sua vez, as alfa-2-globulinas (ceruloplasmina e haptoglobina)
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induzidas pela IL-6, elevam-se mais tardiamente e, segundo MURATA et al. (2004) e
CERON et al. (2005), assim permanecem por varias semanas.

Todas as fragbes protéicas estudadas neste ensaio, com excec¢ao da proteina n®
9 (83KD), ndo apresentaram diferencas significativas (p>0,05) na comparacao entre
cées linfomatosos apds a primeira administracdo de doxorrubicina, corroborando os
achados de NAKAGE (2000), que relatou aumento nas alfa-1-globulinas e diminuigao
nas alfa-2-globulinas séricas, porém com diferenca estatistica.

A AGP, considerada uma proteina de fase aguda positiva, no caso do cao,
apresentou-se significativamente elevada (p<0,05) em caes linfomatosos, no momento
zero deste ensaio, corroborando achados de literatura, reportados por varios autores
(GRUYS et al.,, 1994; GODSON et al., 1996; HAHN et al., 1999; CALAZANS, 2006;
ECKERSALL, 2008). OGILVIE et al. (1993) relataram que a determinacado das
concentracoes de AGP pode ser util em estimar a carga tumoral, comparando caes
linfomatosos tratados ou ndao com doxorrubicina. A determinacdo sérica da AGP
revelou-se Util no monitoramento de cdes linfomatosos, tratados com doxorrubicina,
porque a concentracao de AGP diminuiu significativamente em animais com remissao
completa e aumentou novamente, trés semanas antes da recidiva do linfoma (CERON
et al., 2005).

Cées com tumores mamarios e varias outras neoplasias ndo apresentam
concentragdes séricas elevadas de AGP, comparados a caes sadios, embora tem sido
postulado que a molécula de alfa-1-glicoproteina acida possa aumentar a concentracao
do &cido sidlico em estados neoplésicos. Elevagbes na concentragdo sérica dessa
proteina tem sido descritas em caes linfomatosos, carcinomas (exceto carcinoma
mamario) e sarcomas (CERON et al., 2005).

Em principio, as PFAs sao biossintetizadas nos hepatécitos, porém ha
evidéncias que elas também possam ser produzidas por outros tecidos. Os linfécitos
podem produzir a AGP, o que poderia explicar o seu nivel sérico alto em caes e gatos
linfomatosos. A produgéo extra-hepética de PFAs também tem sido descrita em outros
o6rgaos em humanos, tais como rins, intestino e coracao, e em diferentes tipos de

leucocitos. Adicionalmente, a AGP pode originar-se da glandula prostatica e aparecer
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no liquido seminal. Ademais, pulmao, tecido adiposo, baco e rins podem produzir
haptoglobina (CERON et al., 2005).

Algumas proteinas, tais como a AGP e a albumina, podem se ligar a farmacos.
Isto pode ser importante como implicacdo farmacocinética na terapia clinica, porque a
variagdo nos niveis plasmaticos das PFAs durante a inflamagdo pode alterar a
concentragdo plasmatica livre dos farmacos (CERON et al., 2005).

A AGP é um agente antiinflamatério natural, que inibe a ativagéo dos neutréfilos
e aumenta a secrecdo do receptor antagonista de interleucina-1 através dos
macréfagos (FOURNIER et al., 2000). Segundo HUGHES et al. (1995), a concentracao
sérica da AGP em caes hospitalizados nao diferiu dos sadios (caes nao hospitalizados).

Segundo OGILVIE et al. (1993) e DALECK et al., (2008), as concentragbes
séricas de AGP é capaz de estimar a carga tumoral e suas alteragées permitiram
predizer a recidiva do linfoma semanas antes de sua manifestacao clinica em caes
linfomatosos tratados com doxorrubicina. Neste estudo, ndo houve diferencas
significativas (p>0,05) nas concentragbes séricas de AGP, entre caes linfomatosos,
apdés a primeira administracdo de doxorrubicina, porém houve diferenga entre caes
sadios e linfomatosos, discordando dos achados de HAHN et al. (1999).

A ceruloplasmina é considerada uma proteina de fase aguda positiva, no caso do
cao, e mesmo nao apresentando diferencgas significativas (p>0,05) entre caes sadios e
linfomatosos, neste estudo, apresentou-se menor nos caes linfomatosos, discordando
os achados de CALAZANS (2006) e ECKERSALL (2008). Segundo SOLTER et al.
(1991), algumas proteinas de fase aguda, tais como a ceruloplasmina e haptoglobina,
sdo Uteis em indicar a intensidade da reacao inflamatéria, porém este relato nao foi
confirmado neste estudo.

Estudos realizados em caes linfomatosos revelaram que as proteinas
ceruloplasmina e haptoglobina apresentaram concentragdes séricas mais altas em
relagdo aos animais sadios (DALECK et al., 2008), confrontando com os achados deste
estudo. Segundo CALAZANS (2006), a ceruloplasmina apresentou diferencas
significativas quando compararam-se caes linfomatosos, no sétimo dia de

quimioterapia, achado que nao encontrou redundancia nos dados obtidos no presente
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ensaio. Segundo MARTINEZ-SUBIELA et al., (2004), a ceruloplasmina ndo apresentou
diferencas significativas apds o uso de glicocorticides em cées sadios, corroborando
os achados dos caes linfomatosos deste ensaio.

A haptoglobina é considerada uma proteina de fase aguda moderadamente
positiva em cées, e aumenta na fase aguda da inflamagéo. Neste estudo, mesmo nao
apresentando diferencgas significativas (p>0,05), revelou concentragdes maiores no soro
de caes linfomatosos, corroborando os dados da literatura (SKINNER, 1999; MISCHKE
& ECKERSALL, 2005; CALAZANS, 2006). Embora a haptoglobina em céaes seja
reconhecida como uma proteina integrante das proteinas de fase aguda, moderada
(CONNER et al., 1988a), muitos estudos tem demonstrado mudancgas na concentracao
da haptoglobina, como uma indicagdo prognostica e diagnéstica nas inflamacdes
(MARTINEZ-SUBIELA et al., 2002).

As médias das concentracbes séricas (g/dL) da haptoglobina em céaes
linfomatosos durante as sessdées semanais de quimioterapia, nao apresentaram
diferencas significativas (p>0,05), corroborando os achados de CALAZANS (2006).

A haptoglobina canina é particularmente sensivel a glicocorticosterdides, e
apresenta elevacao na sua concentracao sérica apds a administracao de prednisona na
dose de 2 mg/kg, via oral, por trés dias consecutivos. O glicocorticosterdide prednisona
esta incluido no rol de fa&rmacos utilizados no protocolo quimioterapico, do experimento
em tela, sendo administrado nas quatro primeiras sessdes de quimioterapia. Verificou-
se que apods as duas primeiras sessées houve aumento na haptoglobina, porém sem
ultrapassar os limites de normalidade, corroborando os dados de literatura (HARVEY
and WEST, 1987; MARTINEZ-SUBIELA et al., 2004; McGROTTY et al., 2005).

O perfil de fase aguda da haptoglobina se difere entre as espécies. Em caninos,
felinos, eqliinos e suinos, os valores de referéncia situam-se entre 0,1 a 0,2 g/dL,
entretanto, no decurso de doengas inflamatédrias e infecciosas ela pode aumentar para
0,5 g/dL ou mais (ECKERSALL, 2008). Nesse ensaio, as concentracdes séricas médias
de haptoglobina obtidas para caes sadios e linfomatosos foram de 0,013 e 0,022 g/dL,

respectivamente, ambos abaixo dos valores de normalidade.
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Em cées, a transferrina é considerada uma proteina de fase aguda negativa. No
entanto, neste ensaio, comportou-se como uma proteina de fase aguda positiva,
apresentando concentragées significativamente maiores (p<0,05) nos caes
linfomatosos, e discordando frontalmente dos achados de literatura (KANEKO, 2007;
ECKERSALL, 2008). Segundo XIE et al. (2002b), a concentragdo sérica de transferrina
apresentou-se elevada em frangos com doencas inflamatérias e infecciosas, sugerindo
que em aves domésticas a transferrina apresenta-se como uma proteina de fase aguda
positiva.

Segundo THOMAS (2000), a transferrina tem a fungéo de se ligar ao ferro para
transporta-lo aos tecidos, e concentracoes elevadas podem estar relacionadas com
deficiéncia de ferro. Além disso, a transferrina pode aumentar na doenga hepatica e
sindrome nefrética e diminuir na doenga de armazenamento do ferro (ECKERSALL et
al., 2008). Quando os niveis de ferro sérico estdao elevados, como nas anemias
hemoliticas, os animais devem-se tornar mais suscetiveis a infeccao bacteriana, pois
muitas bactérias necessitam do ferro para crescimento (TIZARD, 2008).

Nos resultados encontrados no ensaio atual, verificou-se que as concentracoes
séricas médias de IgA nao apresentaram diferengas significativas (p>0,05) na
comparagao entre caes sadios e linfomatosos, concordando com MADEWELL et al.
(1979). J& ECKERSALL et al., (2008), relataram aumento de imunoglobulinas em
doencas infecciosas, doengca hepdtica, mielomas e outros tumores linféides, e
diminuicdo em fetos, recém-nascidos antes da ingestdo do colostro e em deficiéncias
imunologicas.

Os valores de referéncia para a concentragao sérica de IGA, em caninos, situa-
se entre 0,02-0,15 g/dL (TAKEDA e AKIRA, 2005), portanto, neste estudo, os valores de
IgA de caes sadios e linfomatosos apresentaram-se dentro da normalidade. A IgA
compde secregcbes externas (JAIN, 1993), porém neste ensaio, sua mensuragao foi
conduzida no soro sanguineo, o que pode ter contribuido para os achados normais.

A sintese extra-hepatica das PFAs ocorre especialmente nas células endoteliais
e no epitélio de érgdaos que se comunicam com o meio externo, tais como a glandula
mamaria, o sistema respiratorio e o trato gastrintestinal (JACOBSEN, 2007). O mesmo
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autor, relatou que a determinacao dos niveis locais das proteinas de fase aguda, pode
fornecer informacgdes sobre o status inflamatério/infeccioso de um érgao, de particular
interesse, aumentando a precisdo na arquiteturagéo do diagndéstico.

As concentragdes séricas médias da IgG (cadeia pesada), em céaes linfomatosos,
apresentaram-se significativamente maiores (p<0,05) em relacdo aos caes sadios.
Provavelmente, devido a uma maior producao de globulinas em doencgas inflamatorias e
neoplasicas (JAIN, 1993; CALAZANS, 2006; ECKERSALL, 2008). O mesmo n&o foi
encontrado por MADEWELL et al.,, (1979), que relatou ndo haver diferencas
significativas nas concentragdes séricas de 1gG, quando foram comparados caes sadios
e linfomatosos.

Os valores de referéncia para a concentragcéo sérica de IgG, em caninos, situa-
se entre 1 e 2 g/dL (TAKEDA e AKIRA, 2005). Neste ensaio, o valor total de IgG
encontrado para caes linfomatosos foi de 2,66 g/dL, e para caes sadios foi de 1,47 g/dL.
Portanto, caes linfomatosos apresentaram valor de IgG acima daqueles de referéncia e
maior do que aqueles obtidos para caes sadios, demonstrando uma maior producéo de
globulinas nos cées doentes.

Gamopatias monoclonais, comuns nos caes e raras nos gatos, constituem
sindromes paraneoplasicas e estdo frequentemente associadas a doencgas
linfoproliferativas, especialmente os linfomas de células B (DORFMAN e DIMSKI, 1992;
GIRAUDEL et al., 2002), que resultam em sintese excessiva de uma imunoglobulina
monoclonal (MACEWEN e HURVITZ, 1977), representada pelo aumento na fragao
gama no proteinograma (DALECK et al., 2008). Isto porque 0 aumento da producéo de
IL-6, entre outras interleucinas pode causar uma ativagao policlonal inespecifica das
células B resultando na producédo de anticorpos contra os imundgenos contidos nos
bancos de memoaria individuais, como descrito por FLYNN et al. (1994). Em um estudo,
6% dos caes linfomatosos e acima de 50% dos cédes com leucemia linfocitica crénica
exibiram gamopatia monoclonal (DORFMAN e DIMSKI, 1992). O aumento da IgG de
cadeia pesada no presente estudo, confirma a ocorréncia de gamopatia monoclonal, em

caes linfomatosos, podendo estar associada a sindrome paraneoplasica que constitui
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uma das principais alteracbes bioquimicas em caes portadores de linfoma
(DHALIAWAL et al., 2003a; CARDOSO et al., 2004).

As principais alteragdes clinicas e clinico-patologicas associadas a sindrome
paraneoplasica sdo anorexia, caquexia, anemia ou eritrocitose, leucocitose,
trombocitopenia, hiper ou hipocalcemia, osteopatia hipertréfica, febre de origem
desconhecida, hipoglicemia, hiperistaminemia e hipergamaglobulinemia (YOUNG, 1997;
MARCHETTI et al., 2005).

Segundo ALEXANIAN (1975), picos mais baixos de IgG estao relacionados com
a diminuicdo da carga tumoral pela quimioterapia antineoplasica em pacientes
humanos. Portanto, também é possivel que os achados de IgG no presente estudo, em
caes linfomatosos, sugiram uma grande carga tumoral em tais pacientes. Ademais,
a hipergamaglobulinemia provoca hiperviscosidade sanguinea, sendo comum no
mieloma mudltiplo, plasmocitoma, linfoma, leucemia linfocitica e macroglobulinemia
primaria (THOMPSON, 1997).

As concentragcdoes séricas médias de IgG (cadeia leve) nao variaram
significativamente (p>0,05) na comparacao entre caes sadios e linfomatosos, porém
apresentou-se maior nos caes linfomatosos. A IGg de cadeia leve é também conhecida
como IgG colostral, sendo transferida através da imunidade passiva pelo aleitamento
materno (RADOSTITS et al., 1994). Esta imunoglobulina apresenta-se aumentada
somente em animais jovens, sugerindo sua concentracao basal em caes linfomatosos,
com idade adulta a senil.

As concentragbes séricas médias da proteina n? 9 (33KD) ndo apresentaram
diferencas significativas (p>0,05) entre caes sadios e linfomatosos, porém mostrou-se
maior nos caes linfomatosos. Segundo CALAZANS (2006), a proteina correspondente
de peso molecular 32 KD, diferiu significativamente entre cdes sadios e linfomatosos,
discordando dos achados aqui encontrados.

As concentracdes séricas médias da proteina n® 9 (33 KD) apresentaram
diferencas significativas (p<0,05) entre cé&es linfomatosos durante o protocolo

quimioterapico. Portanto, os agentes antineoplasicos somente interviram na
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concentracao sérica da proteina n® 9 (33KD) e essa alteracao pode estar relacionada a
resposta ao tratamento.

Com o inicio do protocolo quimioterapico, a proteina n® 9 (33KD) elevou sua
concentracao apoés a 12 e 22 sessdes de quimioterapia, e a partir da 32 sessao, diminuiu
sua concentracdo até a 82 sessdo (92 semana). Portanto, sugere-se que os farmacos
administrados na 12 sessdo, vincristina, L-asparaginase e prednisona, e os da 22
sessdo, ciclofosfamida e prednisona, possam interferir no aumento da proteina n® 9
(33KD).

As concentragbes séricas médias da proteina n® 11 (23KD), ndo apresentaram
diferencas significativas (p>0,05) entre cédes sadios e linfomatosos, bem como entre
caes linfomatosos durante a quimioterapia. Segundo CALAZANS (2006), uma fracao
protéica similar e nominalmente nao identificada, de 24 KD, apresentou concentragdes
significativamente maiores em caes linfomatosos, e mostrou-se ausente no soro de

caes sadios, discordando dos achados do estudo em questao.
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7. CONCLUSOES

Nas condi¢cdes experimentais testadas, péde-se concluir que:

- As alteragdes eletroforéticas foram inespecificas para o diagndstico definitivo, porém
podem dar suporte ao diagndstico, prognostico, monitoramento e tratamento do linfoma

canino.

- Os caes sadios apresentaram concentragdes séricas elevadas da fragao protéica alfa-
1-antitripsina.

- Os caes linfomatosos apresentaram concentragdes séricas elevadas das fracoes
protéicas alfa-1-glicoproteina acida, transferrina, IgG (cadeia pesada) e globulinas,
quando comparados aos caes sadios.

- Na comparacdo entre cades linfomatosos, durante o protocolo quimioterapico, a

proteina n® 9 (33KD) apresentou concentracdes séricas elevadas.

- Nos céaes linfomatosos, a albumina ndo se apresentou como PFA negativa e a
transferrina apresentou-se como PFA positiva.

- Os caes linfomatosos apresentaram hiperglobulinemia e gamopatia monoclonal em

todas as semanas de quimioterapia.
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SOLUCOES EMPREGADAS NA ELETROFORESE (SDS-PAGE)

GEL DE SEPARACAO (50mL a 10%)

- 18,8 mL de agua deinonizada

-9,3 mL de Tris HCI 2 M, pH 8 £ 0,1

- 16,7 mL de Acrilamida/Bis (30% T/2,67% C)

- 2,6 mL de glicerol

-1 mL de EDTA0,5M, pH 8,3 £ 0,1

- 1 mL de lauril sulfato de sddio (SDS) a 20%

- 380 yL de persulfato de aménio a 10% preparado no dia do uso (1 mL de HQO

deinonizada + 0,1g de persulfato)
- 38 yL de TEMED

GEL DE EMPILHAMENTO (10 mL a 4%)

- 6,3 mL de agua deionizada

- 960 uL de Tris HCI 0,617 M, pH 6,8 £ 0,1

- 1,4 mL de Acrilamida/Bis (30% T/2,67% C)
- 480 pL de glicerol

-197 yL de EDTA 0,5 M, pH 8,3

- 197 yL de SDS a 20%

- 96 uL de persulfato de amdnio a 10%

- 19 yL de TEMED 51

TRIS HCI — 2M - Ph 8,9 (GEL DE CORRIDA)

TriS DasSe (PM: 1271, ) i e e 60,55 g
Completar para 250 mL com agua deinonizada;

Acertar para pH 8,9:

Filtrar a solugéo e guardar em geladeira.



TRIS HCI 0,1617M (GEL EMPILHADOR)

Tris base (PM: 1271,1) .t e s sneerenens 7,475 ¢
Completar para 100 mL com agua deionizada;

Acertar para pH 6,8;

Filtrar a solugéo e guardar em geladeira.

ACRILAMIDA/BIS (30% T/ 2,67% C)

Acrilamida para eletroforese Sigma (PM: 71,08)......ccccveeveiiiieiiiiiiiieeeene 73,00 g
N,N-metileno-bis-acrilamida para eletroforese Sigma...........ccccoeevieeeeinnee. 2,009
Completar para 250 mL com agua deionizada;

Aquecer se necessario.

EDTA 0,5M

(Etilenodinitrilo) &cido tetracético tetrasédico (PM: 380,20)..........cccvvveeeeee. 9,50 g
Completar para 50 mL com agua deionizada;

Acertar para pH 8,3. 52

LAURIL SULFATO DE SODIO (SDS) 20%

Lauril sulfato de so6dio Sigma (PM: 288,4)........coovuuiiiiiiiiiiiieeeieee e 20,00 g

Completar para 100 mL com agua deinonizada.

COMASSIE BLUE 0,2% (BRILLIANT BLUE R-250)

MELANOL. ... . 500 mL
ACIHO @CEHICO. ... e, 100 mL
Agua bidestilada. .............ooeiiiie e, 400 mL
Coomassie Blues (Brilliant blue R)..........ouiuiiiii e 29

Deixar em repouso durante duas horas e filtrar.

GEL MIX (TAMPAO DA AMOSTRA PARA PROTEINAS DESNATURADAS)
Lauril sulfato de SOAIO 20%.......cuuuuenieeeeiieeeeiee e e 5,0 mL
T 1N O R YR 4,0 mL



Tris-fosfato 0,617 M, PH 6,8.......cooeiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeee e 5,0 mL

MercaptotanOL.........oo i 2,5 mL
(€ [To=T o | 10,0 mL
AQUA AEIONIZAA. ..., 23,5 mL
Azul de bromofenol (Bromophenol Blue)...........cccoooiiiiiiiiis 5,0 mg

Separar em fragées de 1 mL — manter no freezer até o momento do uso. 53
PERSULFATO DE AMONIA 10%

Persulfato de amoOnia...........uueeieiiieieeee e 0,1g
AQUA AIONIZAAA. ... 1,0 mL

(Preparar no momento da confecgéao do gel)

DESCORANTE
Y= = L g Lo R 250,00 mL
ACIHO ACEHICO .ottt ettt ee et e 100,00 mL

Completar para 1000 mL com &gua destilada;
Para acelerar o processo de descoloragao, os géis podem der colocados em estufa a
40° C.

TAMPAO DE CORRIDA CONCENTRADO (10X)

THZMA DASE...ceeeeeiieee et e e e e e e e e e e e ae e e e e e e eaaan 3049
LG 1] = PSPPI 144 g
ST I S 109

Completar para 1000 mL com agua destilada.

Obs: para uso na corrida usar o tampao de corrida diluido

TAMPAO DE CORRIDA DILUIDO (Tampéo de uso na cuba)
Medir 100 mL do tamp&o de corrida concentrado (10X) e completar o volume para 1000
mL (1 litro).



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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