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controle, sororreagentes para brucelose e sororreagentes para
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Tragado densitométrico do proteinograma sérico de vacas da
raca Nelore do grupo sororreagentes a brucelose, criadas na
regiao Centro-Oeste do Estado do Maranhéo, apresentando 25
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Representacao grafica dos valores médios e desvios padrao da
concentracao sérica de imunoglobulina A (mg/dL) de vacas das
racas Nelore e mesticas Girolanda, distribuidas segundo os
grupos  controle, sororreagentes para brucelose e
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Representacao grafica dos valores médios e desvios padréo da
concentracdo sérica de ceruloplasmina (mg/dL) de vacas das
racas Nelore e mesticas Girolanda, segundo 0s grupos
controle, sororreagentes para brucelose e sororreagentes para
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PERFIL BIOQUIMICO SERICO DE VACAS DAS RACAS NELORE E GIROLANDA
SORORREAGENTES OU NAO A BRUCELOSE E LEPTOSPIROSE NO ESTADO
DO MARANHAO - BRASIL.

RESUMO - O objetivo deste estudo foi determinar o perfil bioquimico sérico e o
proteinograma de vacas da raca Nelore e mesticas Girolanda clinicamente sadias
criadas no Estado do Maranhdao e compara-los aos de vacas sororreagentes a
brucelose e leptospirose. No experimento 1, avaliou-se a influéncia da raca sobre os
parametros estudados em vacas Nelore e Girolanda nao reagentes aos testes de
brucelose e leptospirose; no experimento 2 trés grupos experimentais (vacas
negativas aos testes de brucelose e leptospirose, sororreagentes ao teste de
brucelose e sororreagentes ao teste de leptospirose) foram avaliados. As atividades
das enzimas AST, ALP, GGT e CK e os teores de uréia, creatinina, triglicérides,
colesterol, Ca®*, P, Mg®*, Na*, K* e calcio ionizado, bilirrubinas, proteina total (PT) e
suas fragdes foram avaliadas em amostras de soro sanguineo. No experimento 1, as
atividades de AST, GGT e ALP e dos teores de PT, albumina, uréia, bilirrubina direta,
Ca?*, P e Mg? nao diferiram entre as racgas, enquanto teores de CK, bilirrubina
indireta e total e creatinina foram superiores em vacas Nelore (87,5+56,3 U/L,
0,28+0,16 mg/dL, 0,19+0,15 mg/dL, 1,61+0,41 mg/dL, respectivamente) quando
comparadas as vacas Girolanda (68,6+43,4 U/L, 0,23+0,08 mg/dL, 0,14+0,09 mg/dL,
1,47+0,32 mg/dL, respectivamente). No experimento 2, a atividade de AST nos
grupos sororreagentes a brucelose (51,9+14,5 U/L Nelore; 56,6+12,1 U/L Girolanda)
e a leptospirose (53,3t12,4 U/L Girolanda), foi inferior a dos animais sadios. As
atividades séricas de ALP, GGT, CK e dos teores séricos de PT, creatinina,
bilirrubina total, bilirrubina indireta, Ca®*, P, K* e Na* n&o diferiram entre os grupos,
enquanto as concentracdes de uréia, bilirrubina direta, triglicérides, colesterol, calcio
ionizado e P diferiram. O proteinograma revelou concentracdo de IgA das vacas
Nelore do grupo leptospirose, de ceruloplasmina das vacas Nelore do grupo
brucelose e de albumina dos animais da raca Girolanda superiores aqueles dos

grupos sadios para as respectivas ragas.
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SERUM BIOCHEMISTRY PROFILE OF NELLORE AND GIROLANDO COWS
SEROPOSITIVE OR NOT TO BRUCELOSIS AND LEPTOSPIROSIS IN THE STATE
OF MARANHAO - BRAZIL.

SUMMARY - The aim of this study was to determine the biochemical profile and
proteinogram of clinically healthy Nellore and Girolanda cows raised in the state of
Maranhdo, and compare them to the biochemical profiles of brucellosis and
leptospirosis seropositive cows. In experiment 1, the breed influence on the
biochemical parameters was evaluated in brucelosis and leptospirosis seronegative
Nelore and Girolanda cows; in experiment 2, three experimental groups (seronegative
cows, brucellosis seropositive and leptospirosis seropositive cows) were evaluated.
The activities of the enzymes AST, ALP, GGT, CK and the levels of urea, creatinine,
triglicerides, cholesterol, Ca®*, P, Mg®*, Na*, K* e ionized calcium, bilirrubins, total
protein (TP) and its fractions were evaluated in blood serum samples. In experiment
1, the activities of AST, GGT and ALP and the levels of TP, albumin, urea, direct
bilirrubin, Ca?*, P and Mg?* did not differ between breeds, while CK, indirect and total
bilirrubin, creatinine were higher in Nellore cows (87,5+56,3 U/L, 0,28+0,16 mg/dL,
0,1940,15 mg/dL, 1,61+0,41 mg/dL, respectively) when compared to Girolando cows
(68,6+43,4 U/L, 0,23+0,08 mg/dL, 0,14+0,09 mg/dL, 1,47+0,32 mg/dL, respectively).
In experiment 2, AST activity in the brucelosis seropositive cows (51,9+14,5 U/L
Nelore; 56,6+£12,1 U/L Girolanda) and leptospirosis seropositive cows (53,3+12,4 U/L
Girolando), were lower than in healthy animals. The serum activities of ALP, GGT, CK
and serum levels of TP, creatinine, total and indirect bilirrubin, Ca*, P, K* and Na* did
not differ between groups, while serum concentrations of urea, direct bilirrubin,
triglicerides, cholesterol, ionized calcium and P were different. The proteinogram
revealed that IgA levels in leptospirosis seropositive Nellore cows, ceruloplasmin in
brucelosis seropositive Nellore cows and albumin in brucelosis seropositive Girolanda

cows were higher than those of its respective breeds in the healthy groups.

Keywords: bovines, biochemical profile, proteinogram, reference values



1. INTRODUCAO

A populagao bovina brasileira esta estimada em 204.513 mil cabegas, sendo o
maior rebanho o da regidao Centro-Oeste, onde se encontra cerca de um terco do
rebanho nacional. Da populacéo bovina do Brasil, 3,88% esta na regiao Norte, 5,12%
no Nordeste, 6,73% no Sudeste, 7,17% no Sul e 56,2% no Centro-Oeste. No
Nordeste, ainda predominam as criagdes extensivas, utilizadas para subsisténcia da
populacéao rural (IBGE, 2008).

O setor priméario é responsavel por aproximadamente 15% do PIB brasileiro,
tendo papel fundamental no desenvolvimento econémico do pais. A pecuaria bovina
€ uma das atividades mais importantes do agronegécio brasileiro, com os segmentos
de producéo, industrializacdo e comercializacdo de carne, leite e seus derivados
presentes em todo o territério nacional, desempenhando um papel relevante no
suprimento de alimentos e na geracao de emprego e renda para a populacéao
(GOMES et al., 2001).

Nesse contexto, o Estado do Maranh&o, com um rebanho atual estimado em
6.944.992 de cabecas, distribuidas em 84.626 propriedades (AGED/MA, 2008),
apresenta grande potencialidade para o desenvolvimento da exploragéo pecuaria, no
entanto, o valor médio de producao e produtividade do rebanho situa-se entre os
mais baixos do pais. Essa ineficiéncia na producao de carne e leite é influenciada por
varios fatores, destacando-se aqueles relacionados a genética, a nutricdo e ao
manejo  zootécnico-sanitdrio do rebanho. Nesse Ultimo, as doengas
infectocontagiosas, particularmente as de carater zoondético, que direta ou
indiretamente comprometem o trato reprodutivo da fémea e do macho e também o
feto, assumem papel relevante. Dentre essas enfermidades, destacam-se a
leptospirose e a brucelose que ocorrem em todo o territorio nacional (BRASIL, 2007).

A leptospirose e a brucelose, além de serem zoonoses de distribuicdo mundial
que acometem animais domésticos, silvestres e os seres humanos, sdo também

limitantes para o crescimento dos rebanhos bovinos, reduzem a oferta de alimentos e



causam grandes prejuizos socioecondmicos e/ou de saude publica em muitos
paises, especialmente naqueles que ndo implementaram programas de erradicagao.

A situacdo da leptospirose e da brucelose bovina, no Estado do Maranhao
apresenta dados bastante diferenciados face a dimensao territorial e as
caracteristicas de criacdo, préprias de cada regido. A ocorréncia das duas
enfermidades, contudo, € registrada em todo o territério estadual pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Esses dados, mesmo ndo produzidos de
forma sistematica, confirmam por meio dos resultados de exames realizados pelos
médicos veterinarios, que essas zoonoses sdo, indiscutivelmente, um dos principais
problemas sanitarios do rebanho bovino no Estado.

A utilizacdo de exames laboratoriais para auxiliar no diagnostico dessas
enfermidades é imprescindivel, pois, em muitas condi¢des patolégicas, a avaliacao
clinica mediante o exame fisico, por si sd, muitas vezes nao é suficiente para
assegurar o diagnéstico.

Por essa razao, as provas bioquimicas séricas constituem excelente subsidio
ao diagnéstico clinico de inumeras enfermidades. No caso especifico dos bovinos,
quer sejam taurinos ou zebuinos, as provas bioquimicas séricas permitem determinar
o0 progndstico e avaliar a evolugdo e a gravidade das doencas, principalmente
aquelas com repercussdes no figado e/ou rins e que, freqientemente, alteram as
funcdes desses 6rgaos.

Freqlientemente, na rotina clinica, estes exames sdo usados na avaliagdao do
estado nutricional, alteracdes patologicas teciduais e metabdlicas que ocorrem nas
diversas enfermidades; todavia, para que se possa empregar em sua plenitude o
resultado de tais exames, faz-se necessario dispor de valores de referéncia dos
bovinos da regido. Valores bioquimicos sanguineos obtidos em outros paises podem
nao ser aplicaveis as condicbes brasileiras em razdo das diferencas raciais,
climaticas, manejos e metodologias utilizadas pelos pesquisadores (MUNDIM, 2008).
Nos casos em que esses dados nao estiverem disponiveis, os valores referenciais
utilizados pelos profissionais da medicina veterinaria devem ser de zonas climaticas
e grupos de animais similares (GONZALEZ & SCHEFFER, 2002).



Apesar da importancia mencionada por diferentes autores nacionais e
estrangeiros, sdo escassas as informagdes sobre o que é padrao nas diversas
circunstancias em que os bovinos sdo criados e em seus diversos estagios de
desenvolvimento.

Considerando-se que o Maranhdo apresenta um dos mais baixos indices de
desenvolvimento humano do Brasil, e que a bovinocultura apresenta-se como
atividade de grande importancia social, o estudo das diferentes formas de melhoria
sanitaria  do rebanho contribuirdA com o desenvolvimento humano e,
consequentemente, do Estado. Outra justificativa relevante para esta pesquisa é a
inexisténcia de informacgdes a respeito dos valores bioquimicos do rebanho bovino

maranhense, o que dificulta a interpretacao dos achados clinicos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Consideracoes sobre a brucelose bovina

Historicamente, a brucelose teve sua génese elucidada em 1886, na llha de
Malta, pelo pesquisador David Bruce, ao isolar o Micrococos melitensis a partir do
baco de soldados ingleses, acometidos pela chamada febre de Malta, e que se
alimentavam com leite de cabras. Em 1895, o professor Benhard Bang, patologista
veterinario dinamarqués, descreveu um novo agente em bovinos, denominado de
Bacillus abortus. Posteriormente, por volta de 1920, Mayer e Shaw sugeriram a
criacdo do género Brucella, em homenagem a David Bruce, recebendo o
microrganismo entdao o nome de Brucella abortus (NICOLETTI, 2002).

A Dbrucelose apresenta-se distribuida mundialmente sendo de maior
importancia econdmica nos paises em desenvolvimento, especialmente aqueles que
nao implementaram programas de erradicacao. Diversos paises da Europa e do
Japao alcancaram consideravel progresso no combate a doengca com programas
sistematicos de erradicagdo. Entretanto, a enfermidade ainda ocorre na maior parte
da América Latina, especialmente em paises com grandes rebanhos, como
Argentina, Brasil e México (ACHA & SZYFRES, 2001).

A brucelose bovina é uma antropozoonose de evolucao crbnica, caracterizada
pela infeccdo das células do sistema mononuclear fagocitario, causada por uma
bactéria do género Brucella, constituido por seis espécies independentes; mesmo
nao sendo espécie-especifica, cada uma apresenta um hospedeiro preferencial:
Brucella melitensis — caprinos; B.suis — suinos; B. ovis — ovinos; B. canis — caes; B.
neotomae — rato do deserto; e B. abortus - bovinos e bubalinos (METCALF et al.,
1994).

As bactérias da espécie Brucella sdo cocobacilos, Gram-negativos, iméveis,
nao apresentam capsulas, ndo formam esporos ou apresentam flagelo (DOGANAY &
AYGEN, 2003). Podem apresentar-se em cultivos primarios com morfologia colonial

lisa ou rugosa (rugosa estrita ou mucodide). Essa morfologia relaciona-se diretamente



com a composicao bioquimica do lipopolissacarideo da parede celular e, para
algumas espécies, tem relacdo com a viruléncia; quando colénias lisas evoluem para
formas rugosas ou mucodides, deixam de ser patogénicas (BRASIL, 2006).

A capacidade de sobrevivéncia da Brucella em condigdes naturais € grande se
comparada a de outras bactérias patogénicas ndo esporuladas, tornando-se uma
importante fonte de disseminacdo da enfermidade nas mais variadas espécies. A
bactéria pode sobreviver 60 dias no solo, sobretudo em ambiente Umido ao abrigo da
luz solar e contendo matéria organica; em pH neutro, até 180 dias no material fecal,
75 dias em fetos abortados e 200 dias em exsudatos placentérios (PAULIN, 2003).

As brucelas penetram no organismo hospedeiro pelas mucosas do trato
digestério, genital ou nasal, conjuntiva ocular ou por solugdes de continuidade da
pele (OSORIO & MONTEIRO, 2006; ORLANDELLI, 2008). Sao fagocitadas pelos
macréfagos, multiplicam-se nos linfonodos regionais, caem na corrente sanguinea
(dentro de macréfagos ou livres) chegando ao baco, figado, linfonodos (supra-
mamarios) (GUIDO & GRASSO, 2005; PACHECO, 2007). Podem acarretar
alteracdes inflamatérias e anatomopatoldégicas caracterizadas por granulomas
difusos, levando a esplenomegalia, hepatomegalia e, as vezes, a hiperplasia linféide
(PAULIN, 2003).

A infecgao por Brucella sp induz nos animais susceptiveis uma resposta
imune de natureza humoral e celular, caracterizada pela presenca de IgM, que atinge
picos elevados duas semanas poés-infecgao; posteriormente, ha formacao de IgG,
que atinge altos niveis em um a dois meses, tornando-se 0s principais anticorpos
detectaveis (MOLNAR et al., 1997).

Embora o hospedeiro preferencial seja o bovino, a B. abortus pode infectar
outras espécies de animais domésticos e silvestres, incluindo os equideos, suinos,
ovinos, caprinos, bubalinos e caes. As espécies silvestres, principalmente as
biunguladas, sao reservatérios naturais e desempenham papel importante na
epidemiologia da doenca, mantendo o agente no ambiente silvestre (PAULIN &
FERREIRA NETO, 2003).

Os bovinos sao suscetiveis a B. melitensis e B. suis, mas a espécie mais

importante para os bovinos e a responsavel pela maior parte das infeccées é a B.



abortus, comprometendo especialmente o sistema reprodutivo, ocasionando,
frequentemente, abortamento no terco final da gestacdo (BRASIL/MAPA, 2001). Nos
touros, a infeccao se localiza nos testiculos, vesiculas seminais e préstata. A
bactéria é transmitida principalmente pelo consumo de alimentos contaminados,
agua e leite ou pelo contato direto com animais infectados, que eliminam o
microrganismo por diversas vias, sobretudo pelo leite e pela secrecdo uterina. A
bactéria é encontrada em alta concentragdo no material abortado e na placenta.
Animais também contraem a doenca em ambientes contaminados, como pastos e
estabulos (ROXO, 2000).

O periodo de incubacdo é variavel, de 14 a 180 dias, e inversamente
proporcional ao desenvolvimento do feto, demonstrado em infec¢cdes experimentais,
sendo dificil identifica-lo em infecgdes naturais, pois ndo se pode determinar o
momento da infeccdo (OSORIO & MONTEIRO, 2006).

As perdas diretas provocadas pela brucelose bovina estdo relacionadas aos
abortamentos, aumento dos intervalos entre partos, baixa fertilidade, diminuicdo da
producao de carne e leite. Em decorréncia da infeccao, estimativas mostram reducao
de 10% a 15 % na producgéo de carne, aumento do intervalo de partos de 11,5 meses
para 20 meses, aumento de 30% na taxa de reposi¢cdo dos animais, queda de 15%
no nascimento de bezerros e queda de 10% a 24% na producéo leiteira, além de ser
uma importante barreira sanitaria ao agronegécio internacional, de acordo com o
Cédigo Sanitario para os Animais Terrestres (PAULIN, 2003).

No Brasil, a brucelose ocorre, endemicamente, em todo territério nacional,
com prevaléncias variaveis entre os estados e regides, levantadas nos inquéritos
epidemiologicos e nos diagnosticos sorolégicos (BRASIL, 2004). A doenca é de
notificacdo obrigatoria, em decorréncia das implicagées no comércio internacional, de
animais e produtos de origem animal, aos enormes prejuizos que provocam a
pecuaria, como aborto entre 0 7° e 92 meses de gestacdo, queda na producao de
leite e carne, reducao da fertilidade, necessidade de descarte de animais infectados,
nascimentos de bezerros fracos etc., e também aos males que causa a saude
humana (OIE, 2006).



Em 1975, o Ministério da Agricultura promoveu o primeiro levantamento
nacional, por meio de um inquérito soroepidemiolégico por amostragem. Nesse
inquérito, foram verificadas as seguintes prevaléncias em animais, por regidées: Sul,
4%; Sudeste, 7,5%; Centro-Oeste, 6,8%; Nordeste, 2,5% e Norte, 4,1% (POESTER
et al., 2002; BRASIL, 2006).

Na Regidao Nordeste, constatou-se positividade para a brucelose em animais
de varios rebanhos, sendo sua prevaléncia baixa em Alagoas (NUNES, 2001), Rio
Grande de Norte (SOUZA et al., 1999) e Paraiba (LEITE et al., 2003). No Estado do
Maranhao, segundo levantamento realizado pelo Ministério de Agricultura Pecuéria e
Abastecimento (MAPA/MA), em 2005, foram examinados 186.732 animais, dos quais
14.192 (7,60%) foram positivos a prova do antigeno acidificado tamponado (AAT), e
das 3.270 propriedades envolvidas no estudo, 959 (29,33%) apresentaram animais
soropositivos. Estd em andamento o Inquérito soroepidemiolégico da brucelose
bovina proposto pelo MAPA, que sera executado pela Agéncia de Defesa
Agropecuaria do Maranhao (AGED/MA), érgao oficial de defesa.

No ser humano, a doenca esta relacionada com a prevaléncia da infecgao nos
reservatérios animais. A espécie mais patogénica e invasora para humanos é a B.
melitensis, seguida pela B. suis (exceto pelo biovar 2), B. abortus e B. canis, sendo
que a B. ovis e B. neotomae nao foram detectadas. As infeccdes por B. abortus e B.
suis ocorrem com maior frequéncia em grupos ocupacionais, como veterinarios,
tratadores, magarefes e laboratoristas (ACHA & SZYFRES, 2001; BRASIL, 2001).

No Brasil, os levantamentos soroepidemiolégicos, embora escassos, indicam
a ocorréncia de brucelose humana em diversas partes do pais e em diferentes
grupos ocupacionais, constatando ainda a importancia dos fatores de riscos
associados a transmissdao da doenca. Na regido Nordeste, LACERDA (2000)
encontraram 10,17% de individuos positivos, em dois matadouros do municipio de
Sao Luis-MA. Ainda nesse municipio, varios autores trabalharam com amostras de
soro de funcionarios do matadouro industrial de Sdo Luis-MA, em anos diferentes,
encontraram 0s seguintes resultados: 1,74% (MENDES, 1994) e 1,5% (CARDOSO,
1999) de individuos positivos. Trabalhando ainda com humanos no Municipio de
Imperatriz—MA, AKASHI (1998) encontrou 14,6% de soropositividade.



Para o diagnéstico da brucelose, os testes soroldgicos constituem a
ferramenta mais utilizada nos programas de controle capazes de reduzir a ocorréncia
de resultados falso-negativos e falso-positivos (MATHIAS et al., 1995).

Diversos sdo os métodos utilizados no sorodiagnostico da brucelose bovina,
sendo variaveis em sensibilidade e especificidade. Dentre esses, soroaglutinacao
lenta em tubos (SLT), soro glutinacdo rapida em placa (SRP), 2-mercaptoetanol (2-
ME), antigeno acidificado tamponado (AAT), rivanol (RIV), fixacdo de complemento
(FC), imunodifusdao em gel de agar (IDGA) (NIELSEN, 2002). Portanto, a selecéao de
provas soroldgicas em programas de controle, erradicacdo ou estudo de prevaléncia
da brucelose é bastante diversificada, levando-se em conta, na escolha dos testes a
serem aplicados, as suas caracteristicas intrinsecas, o custo, a praticidade de
execucao e a situacao epidemiolégica na regiao (PAULIN, 2006).

O Programa Nacional de Controle e Erradicacdao da Brucelose e Tuberculose
(PNCEBT), instituido no Brasil em 11 de janeiro de 2001, com o objetivo de reduzir a
prevaléncia dessas enfermidades, preconiza a utilizacdo da prova do antigeno
acidificado tamponado (AAT) como método de triagem para brucelose, tendo como
método confirmatério o 2-ME ou a FC. No transito internacional é exigida a FC
(BRASIL, 2006).

Recentemente, um novo teste foi desenvolvido para o sorodiagnéstico da
brucelose em diversas espécies: o teste da polarizacao fluorescente (FPA). O FPA é
uma prova de simples execug¢ao, em que apenas o antigeno, com um indicador, é
adicionado nas amostras diluidas. O teste também ¢é rapido, pois ndo requer
lavagens intermediarias dos reagentes. Como € executado em um equipamento de
caracteristicas portateis, pode ser feito em um laboratério com condicées minimas
(SAMARTINO, 1999). O FPA apresenta boa acuracia quanto a deteccdo de
anticorpos de infeccdo e ndo de vacina e pode ser utilizado como confirmatério
(OMS, 1986). Além disso, requer volumes menores de soro que os demais meétodos
sorolégicos e € menos afetado pela hemdlise (NIELSEN et al., 2001).

Diversos paises da América ja validaram a técnica da FPA como teste
confirmatério para o diagnéstico da brucelose, no entanto, no Brasil, pesquisas estao
sendo concluidas, objetivando sua validacao pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria



e Abastecimento e sua incorporacdo no Programa Nacional de Controle e
Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT), para subsidiar os programas de
erradicacao dessa zoonose.

O controle de brucelose animal € muito importante para a prevengao de
infeccdo bovina e humana, em conexdo com o0 uso de leite e derivados
pasteurizados (DOGANAY & AYGEN, 2003). Produtos lacteos nao pasteurizados
constituem fatores de risco em decorréncia da eliminacdo de Brucella pelo leite
(BOTELHO et al., 2000).

O objetivo das medidas de controle e erradicacao € interromper a transmissao
da doenca por meio de acdes sanitarias especificas voltadas a eliminacdo das fontes
de infecgao, das vias de transmissao e de animais suscetiveis, além de medidas que
inlbbam a movimentagdo de animais e anulem possiveis reservatérios (PAULIN &
FERREIRA NETO, 2003). Conforme preconiza o PNCEBT, o controle da brucelose
bovina apoia-se basicamente na vacinagdo massal de fémeas entre 3 a 8 meses de

idade, no sorodiagnéstico da doenca e no sacrificio dos animais positivos.

2.2 Consideracoes sobre a leptospirose bovina

A leptospirose € uma zoonose de distribuicdo mundial, de curso agudo a
crénico, que acomete animais domésticos, silvestres e o ser humano, assumindo um
forte significado social, econdmico e cultural.

A enfermidade foi descrita pela primeira vez em 1880, no Cairo, por Larrey, e
posteriormente em 1883, por Landonzy. Porém o primeiro a descrever o quadro
clinico da doenga no homem foi Weil, em 1886, na Alemanha (CORREA & CORREA,
1994), o qual caracterizou minuciosamente o quadro por febre, ictericia e
hemorragia, podendo ocorrer ainda comprometimento renal e hepatico. Depois, por
sugestdao de Goldschimidt, tal enfermidade passou a ser denominada de doenca de
Weil (CALDAS et al., 1992).

O agente etioldgico da leptospirose pertence a ordem Spirochaetales, familia
Leptospiraceae, género Leptospira. Inicialmente, o género Leptospira era dividido em
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duas espécies, sendo as patogénicas classificadas como L. interrogans latu sensu,
composta por mais de 200 sorovares (variantes), de acordo com métodos
sorolégicos, e as saprofitas L. biflexa, que compreende cerca de 60 sorovares.
Atualmente, por processo de genotipagem as Lepstospiras foram reclassificadas em
16 genomespécies, ndo mais em duas como anteriormente, ja que sorovares
patogénicos e ndo patogénicos podem estar dentro de uma mesma espécie. As
principais genomespécies sao L. interrogans stricto sensu, L. noguchii, L. santarosai,
L. meyeri, L. wolbachii, L. biflexa, L. fainei, L. borgpetersenii, L. kirschneri, L. weilli, L.
inadai, L. parva, L. alexanderi (LEVETT, 2001).

As leptospiras sao bactérias filamentosas, helicoidais, muito delgadas (0,1 pum
de didmetro) com comprimento variavel de 6 a 20 um, aerdbias obrigatérias, que
apresentam uma ou ambas as extremidades encurvadas ou em forma de gancho,
dotados de grande motilidade conferida por um axdstilo. Crescem muito bem em
temperaturas de 28°C a 30°C, em meio enriquecidos. O seu tempo de geracao esta
situado em torno de 7 a 12 horas, produzem catalase e oxidase, ndo sao coradas por
corantes usuais em microbiologia, somente por impregnagdo pela prata e sao
visualizadas em microscopia de campo escuro (ELLIS, 1998; FAINE et al., 1999).

No ambiente, as Leptospiras sobrevivem bem em terrenos Umidos, pantanos,
cérregos, lagos e estadbulos com excesso de detritos e umidade. Sao sensiveis ao pH
acido de 6,8 ou menos, porém sua multiplicacdo é 6tima em pH levemente alcalino,
compreendido entre 7,2 e 7,4, e em temperaturas de 10°C a 34 °C (BRASIL, 1995).

A leptospirose tem uma vasta distribuicdo geografica, é evidenciada em todo o
mundo, mas sua ocorréncia é fortemente favorecida pelas condicdes ambientais das
regides de clima tropical e subtropical, onde a elevada temperatura e os periodos do
ano com altos indices pluviométricos favorecem o aparecimento de surtos
epidémicos de carater sazonal (LEVETT, 2001; ACHA & SZYFRES, 2001). No Brasil,
a leptospirose é endémica e esta presente no rebanho bovino em quase todos os
Estados da federacao. Os sorovares detectados em bovinos estédo restritos a Hardjo
(gendtipo Hardjoprajitno), Pomona, Icterohaemorrhagiae, Wolffi, Goiano e Guaicurus
(ARAUJO et al., 2005). A infeccao ocorre todos os meses do ano, principalmente nos

meses em que se registram indices pluviométricos elevados, associados a presenca



11

de roedores, mamiferos silvestres e domésticos, bem como aguas represadas com
altas concentracdes de animais (CORREA & CORREA, 1994; BRASIL, 2007).

Quanto a ocorréncia da leptospirose na Regiao Nordeste, constatou-se
soroprevaléncia baixa nos Estados de Alagoas (0,32%), Paraiba (0,25%), Maranhao
(1,18%), Piaui (0,71%), Ceara (0,38%), Bahia (2,10%) e Rio Grande do Norte
(0,11%) (FAVERO et al., 2001).

No Estado do Maranhao, ha registros em bovinos, caninos, ovinos e humanos
reagentes a leptospiras (MACEDO et al., 1996; COSTA Jr. et al., 2004).

Os reservatérios das leptospiras sdo os animais domésticos, silvestres e
sinantrépicos. Os mais importantes reservatérios domeésticos sdo os bovinos, suinos,
equinos, caninos, ovinos e caprinos. No entanto, em ecossistemas rurais e urbanos,
o principal reservatério da leptospira € constituido pelos roedores sinantropicos, entre
0Ss quais o0 Rattus norvegicus (ratazana) ocupa, no mundo todo, uma posicdo de
destaque, pois possuem facilidade de deslocamento, nao revelam sinais da infeccéo,
comportando-se como portadores sadios, albergam as leptospiras nos rins, e as
eliminam no meio ambiente, contaminando assim a agua, o solo e os alimentos. As
fontes de infecgdo sdo constituidas pelos reservatérios e portadores (assintomaticos
e convalescentes) (BRASIL, 1995).

A principal via de eliminagéo das leptospiras é a urina infectada, entretanto,
nos bovinos, a eliminacdo do agente também pode ocorrer por descargas uterinas
pds-abortamento, feto ou placenta infectada, corrimentos vaginais e sémen (ELLIS,
1994).

A leptospirose em humanos é vista como uma doenga ocupacional que afeta
cortadores de cana—de-acglcar, limpadores de esgotos, plantadores de arroz,
magarefes, mineiros, veterinarios e fazendeiros. Sendo assim, em area urbana, os
grupos populacionais mais expostos sdo aqueles que trabalham ou vivem em locais
sujeitos a enchentes, em precarias condicdes de moradia e/ou sem saneamento, em
contato com agua ou lama e/ou esgotos contaminados pela urina de roedores
infectados. Pelo convivio com os animais e por se expor ao meio ambiente, o

habitante da area rural também esta sujeito a contrair a leptospirose (BRASIL, 1995).



12

A patogenia da leptospira inclui a penetragéo ativa dos microrganismos pelas
mucosas, pele escarificada e mesmo integra. Vencidas as barreiras da porta de
entrada, as leptospiras percorrem as vias linfaticas e sanguineas, atingindo o
pulméo, figado e bago, onde se multiplicam por aproximadamente uma semana, fase
denominada leptospiremia, quando ocorre o estagio febril. Nos 6rgaos, ha leséo das
membranas das células endoteliais de pequenos vasos, principalmente pela agéo de
toxinas, levando a extravasamento sanguineo e hemorragia (BRASIL, 1995).

Subsequentemente, inicia-se a producao de anticorpos, que promovem a
eliminacdo de leptospiras dos tecidos por fagocitose. Entretanto, leptospiras
localizadas em locais protegidos do sistema imune, como rins e trato genital, podem
persistir por periodos prolongados. A persisténcia de leptospiras nos rins pode
ocasionar desde pequenos infiltrados inflamatérios focais a extensas lesoes,
caracterizadas por necrose celular, atrofia tubular e hemorragia renal, seguida de
cicatrizacao e localizacao de leptospiras na superficie luminar das células tubulares.
A auséncia de fagocitos na urina permite a multiplicacdo desses microrganismos nos
tubulos contornados renais formando microcolonias. A partir dai, as leptospiras
passam a ser eliminadas na urina (leptospiraria) por periodos variaveis de dias a
anos. Tal fato explica a existéncia de portadores renais, fator primordial na
epidemiologia da leptospirose, em que a transmissao ocorre pela exposi¢ao a urina
de animais infectados ou aos ambientes contaminados por ela (PLANK & DEAN,
2000).

Os bovinos séao infectados pelos sorovares Hardjo, Pomona, Grippotyphosa e
Icterohaemorrhagiae. O sorovar Hardjo tem sido considerado como o0 mais adaptado
a espécie bovina. Dois genotipos do sorovar Hardjo sdo encontrados nos ruminantes
Hardjobovis e Hardjoprajitno. Hardjobovis ocorre com maior frequéncia na Nova
Zelandia, Austrdlia e Holanda (FAINE et al., 1999), sendo eliminado em maiores
quantidades pela urina, enquanto Hardjoprajitno tem sido relatado no Reino Unido,
Nigéria, india, Malasia, Brasil, México e nos Estados Unidos da América (AGUIAR,
2004). A infeccdo por esse sorovar independe de estagdes chuvosas e sistema de
criagdes (ELLIS, 1994; COSTA et al., 1998).
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Os sinais clinicos da leptospirose em bovinos sdo muito variados, incluindo
febre, diarréia, anemia, ictericia e hemoglobinuria. As infeccées agudas, algumas
vezes, resultam em infertilidade, abortamentos, natimortalidade, nascimento de
bezerros fracos e mastite (ELLIS, 1994).

O diagndstico da leptospirose pode ser confirmado por diferentes métodos
laboratoriais baseados na deteccao de anticorpos, na deteccéo direta ou indireta do
agente ou do material genético da bactéria na urina ou nos tecidos (FAINE et al.,
1999).

Entre as técnicas de diagndstico baseadas na detecg¢do de anticorpos, a prova
de soroaglutinacdo microscépica (SAM) é o método de referéncia preconizado pela
Organizacdao Mundial de Saude (FAINE et al., 1999). Esse teste é baseado
principalmente na reacdo entre antigenos de natureza lipopolissacaridica,
encontrados na superficie das leptospiras e os respectivos anticorpos (BALDWIN &
ATKINS, 1987). O levantamento sorolégico deve ser planejado, para que o0s
intervalos entre a vacinacao e a colheita de amostras de sangue respeitem 90 dias
para suinos e 120 para bovinos (VASCONCELLOS, 2004).

O diagndstico sorolégico pelo teste de ELISA (Ensaio de Imunoabsor¢ao
Enzimatica) também tem sido utilizado, apresentando como vantagens a utilizagéo
apenas de fracdes bacterianas, ndo necessitando do antigeno vivo e a possibilidade
de detectar especificamente anticorpos da classe IgM ou IgG, podendo, assim,
correlacionar os resultados com o tempo de infecgéo (YAN et al., 1999).

As leptospiras podem ser detectadas na urina e nos 6rgaos por provas que
utiizam a interacdo entre antigenos e anticorpos marcados, como a
imunofluorescéncia e a imunoperoxidase (BASKERVILE, 1986).

Entre as técnicas de diagnéstico baseadas na deteccdo do DNA das
leptospiras, a reacdo em cadeia de polimerase (PCR) vem sendo utilizada de forma
crescente para o diagnéstico da leptospirose em fluidos organicos e 6érgaos de varias
espécies animais (HEINEMANN et al., 1999).

Para prevenir a doenca clinica e as perdas econémicas, € minimizar o risco de
infeccdo humana é necesséario o controle da leptospirose. Na pratica veterinaria, a

prevencao baseia-se na vacinagao sistematica do rebanho, tratamento de animais
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doentes com antibioticoterapia, controle dos roedores nas propriedades e eliminacao
de excesso de agua do ambiente (DE NARDI, 2005).

A protecao especifica dos animais susceptiveis é obtida com o uso de vacinas
inativadas que contenham os sorovares de leptospiras presentes na regiao (SALLES
& LILENBAUM, 2006). Porém, o uso da vacinacao é um entrave para o diagnostico
sorolégico da leptospirose, ja que os anticorpos pos-vacinais podem persistir por até
seis meses, dificultando a diferenciacao de titulos vacinais de reacdes oriundas de
infeccdo (FREUDENSTEIN & HEIN, 1991).

2.3 Perfil bioquimico sérico

Os perfis bioquimicos séricos constituem excelentes subsidios ao diagnéstico
de disturbios metabdlicos, pois refletem a integridade celular e a fungao orgéanica, de
forma a poder avaliar lesbes teciduais, transtornos no funcionamento de 6érgaos,
adaptacao dos animais diante de desafios nutricionais e fisiolégicos e desequilibrios
metabdlicos ou de origem nutricional (GONZALEZ & SHEFFER, 2002).

A interpretacdo do perfil bioquimico é complexa tanto aplicada a rebanhos
guanto a individuos, em virtude dos mecanismos que controlam o nivel sanguineo de
varios metabdlicos. A caracteristica do ambiente, os diferentes fatores climaticos,
raciais e sexuais e, principalmente, a natureza da relacdo estabelecida entre os
agentes infecciosos e seus hospedeiros podem, em muitos casos, influenciar os
valores dos constituintes sanguineos (PIZZUTI & SALVATORI, 1993; GONZALEZ &
SHEFFER, 2002).

O estudo das concentracdes sanguineas de indicadores de funcdo hepatica,
renal e dos eletrolitos € fundamental para nortear as abordagens terapéuticas,
diagnésticas e as pesquisas na area da bioquimica clinica veterinaria, € o
estabelecimento de parametros de normalidade é essencial para o entendimento dos
disturbios fisiopatolégicos que ocorrem nas enfermidades.

Os componentes bioquimicos sanguineos rotineiramente determinados

representam as principais vias metabdlicas do organismo, das quais a glicose, o
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colesterol, os triglicérides e o beta-hidroxibutirato representam o metabolismo
energeético; ureia, hemoglobina, globulinas, albuminas, proteinas totais e acido Urico
representam o metabolismo proteico; calcio, fésforo inorganico, magnésio, sédio e
potassio representam os macrominerais (WITTWER & CONTRERAS, 1980).
Adicionalmente sdo estudados indicadores do funcionamento hepatobiliar, como as
enzimas aspartato aminotransferase  (AST), fosfatase alcalina (ALP),
gamaglutamiltransferase (GGT), bem como a albumina e o colesterol (GONZALEZ,
1992).

Para melhor compreensao dos resultados e discussao deste trabalho, séo
descritos a seguir, de forma breve, os aspectos mais importantes dos constituintes

bioquimicos séricos determinados na pesquisa, compulsados na literatura.

2.3.1 Concentracao sérica de colesterol e triglicérides

Os lipidios encontrados no plasma sanguineo sao divididos em trés grandes
grupos: colesterol, fosfolipidios e triglicérides (KANEKO et al., 2008). Os niveis de
colesterol plasmatico sdo indicadores adequados do total de lipidios no plasma, pois
correspondem a aproximadamente 30% do total (GONZALEZ & SHEFFER, 2002), e
tém importantes fungdes no organismo, tais como fazer parte da estrutura das
membranas celulares, como fonte energética na sintese de hormbénios e como
protetores de visceras. A maior parte do colesterol utilizado na sintese de horménios
€ obtida por meio do metabolismo hepatico (BRUSS, 1997). Os triglicérides sao
acidos graxos de cadeia longa, sintetizados em diversos tecidos, de acordo com a
espécie, porém, somente o figado, o tecido adiposo e a glandula mamaria o
produzem em larga escala (KANEKO et al., 2008); portanto, o figado desempenha
papel fundamental no metabolismo dos lipidios dos bovinos, podendo algumas
determinacdes serem utilizadas para avaliar o estado de saude desse érgao.

MANCIO (1994) relatou, para bovinos sadios, valores de colesterol iguais a
118,5 mg/dL, enquanto OLIVEIRA (1995) verificou que os valores de colesterol para
novilhas oscilavam entre 94 e 108 mg/dL.



16

SMITH (2009) considerou normais teores de colesterol que oscilassem entre
90 e 170 mg/dL, enquanto KANEKO et al. (2008) considera que os teores séricos de
colesterol adequados para bovinos sadios oscilam entre 80 e 120 mg/dL.

Quanto aos teores séricos de triglicérides, segundo KANEKO et al. (2008) séao

considerados adequados valores que oscilam entre 0 e 14 mg/dL.

2.3.2 Concentracao sérica de uréia e creatinina

A funcdo renal exerce importante papel na manutencdo da homeostasia
corporal e controle da maior parte dos constituintes dos liquidos organicos. Os rins
identificam quando ha deficiéncia ou excesso de agua e eletrdlitos especificos, e
respondem alterando o ritmo de reabsor¢cdo ou secrecdao dessas substancias em
momentos de balangco corpéreo negativo e positivo, respectivamente, podendo,
entdo, por intermédio desses mecanismos, produzirem urina concentrada ou diluida
em relacdo ao plasma, conforme as circunstancias que a permitem (KANEKO et al.,
2008). Outra fungdo importante dos rins é eliminar as substancias toxicas pela
filtragdo sanguinea (ureia, acido Urico, creatinina, fosfatos, sulfatos e o excesso de
acidos) (CINGOLANI et al., 2004). Portanto, para compreender o bom funcionamento
renal é importante avaliar sua capacidade de excrecao por meio da concentracao
sérica de ureia e creatinina.

A ureia é sintetizada no figado a partir da amédnia proveniente do catabolismo
dos aminoacidos e da reciclagem de aménia do rimen. A concentragdo sérica de
ureia esta relacionada com o conteudo de proteina da dieta e com a fungao renal.
Dessa forma, a elevacdo do teor sanguineo de ureia pode refletir tanto maior
catabolismo proteico quanto menor excrecdo do catabdlito na urina. Fatores
extrarrenais que reduzem as concentracées de ureia sanguinea incluem a atividade
de horménios esteroides, o menor catabolismo proteico e a insuficiéncia hepatica
grave (KANEKO et al., 2008).

A creatinina € um produto nitrogenado nao proteico formado durante o

metabolismo muscular da creatina e fosfocreatina. De forma semelhante a ureia,
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uma reducado na taxa de filtracao glomerular (TFG) aumenta a concentracao sérica
de creatinina, que é afetada pelos mesmos fatores pré-renais, renais e pds-renais
que influenciam a concentracao sérica de ureia (MEYER et al., 1995).

BARROS FILHO et al. (1994) estudaram os teores séricos de ureia e
creatinina pelo método de Lutsgarten e Wenk em 32 fémeas bovinas da raca
Canchim criadas em S&o Paulo, com idade variando entre 3 e 10 anos. Os valores
médios encontrados para a ureia e a creatinina foram, respectivamente, 25,05%5,77
mg/dL e 1,61+0,18 mg/dL.

Ainda no Estado de Sao Paulo, em experimento realizado com 25 zebuinos da
raca Nelore, com idade entre 24 e 72 meses, AYRES (1994) determinaram valores
padroes de referéncia para uréia e creatinina pelo sistema Reflotron e obtiveram os
seguintes valores: 28,83+6,12 mg/dL para uréia e 1,56£0,31 mg/dL para creatinina.

Em outro experimento, realizado em S&o Paulo, com fémeas bovinas da raga
Nelore, com 24 a 36 meses de idade, BARROS FILHO (1995) determinaram os
teores séricos de ureia e creatinina e encontraram os valores médios de 27,57+9,56
mg/dL e 1,65+0,20 mg/dL, respectivamente.

Ao avaliar o perfil bioquimico sérico de bovinos das ragas Gir, Holandesa e
Girolanda, com 24 a 48 meses de idade, criados também no Estado de S&o Paulo,
SOUZA (1997) constatou para os teores de ureia, respectivamente: 28,412 82
mg/dL, 27,0x2,53 mg/dL e 28,8+1,88 mg/dL; e para concentracdo de creatinina,
respectivamente: 2,50+0,61 mg/dL, 1,63+£0,04 mg/dL e 1,25+0,03 mg/dL.

Objetivando determinar valores de referéncias em fémeas e machos bovinos e
bubalinos, lactentes, desmamados e adultos, FAGLIARI et al. (1998) obtiveram
valores médios de uréia igual a 15,81+3,63 mg/dL e 18,7646,85 mg/dL, em fémeas
bovinas das racas Nelore e Holandesa, respectivamente. Ainda no mesmo estudo,
constaram teores séricos de creatinina de 1,68+0,33 mg/dL e 1,73+0,32 mg/dL para
0S mesmos grupos de animais.

GREGORY et al. (2004) dosaram os teores séricos de uréia e creatinina de
bovinos da raga Jersey, criados no Estado de Sao Paulo, considerando-se a
influéncia dos fatores etarios, sexuais e da infeccdo pelo virus da leucose dos
bovinos, encontrando para fémeas bovinas com idade superior a 24 meses e
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sororreagentes valores médios de 29,39+11,76 mg/dL e 1,42+0,18 mg/dL,
respectivamente.

De acordo com KANEKO et al. (2008) as concentragdes séricas normais de
ureia encontram-se entre 12 e 65 mg/dL, e de creatinina entre 0,8 e 1,4 mg/dL.

2.3.3 Concentracoes séricas de bilirrubina total, bilirrubina direta e
bilirrubina indireta

A maior parte da bilirrubina do plasma deriva da degradacao da hemoglobina
presente nas hemacias apdés elas terem sido destruidas pelo sistema reticulo
endotelial. A bilirrubina restante tem origem na degradacdo da mioglobina, dos
citocromos e de eritrécitos imaturos na medula déssea. A bilirrubina produzida no
sistema reticulo endotelial é lancada ao plasma ligando-se rapidamente a albumina;
esse complexo é denominado bilirrubina ndo conjugada (bilirrubina indireta), a qual €
transportada pela circulacdo sanguinea, até o figado, onde é desligada da albumina
e conjugada ao acido glicurénico, sendo secretada pelo sistema biliar sob a forma de
bilirrubina conjugada (bilirrubina direta) (GONZALEZ & SILVA, 2007). A bilirrubina
conjugada é excretada na bile e convertida em urobilinogénio pela acao de bactérias
intestinais, e finalmente, é convertida em estercobilinogénio; parte do urobilinogénio
formado é absorvido pela mucosa intestinal e excretado novamente pelo figado,
sendo que uma pequena parte que atingiu a circulagdo sanguinea é excretada pelo
trato urinario sob a forma de urobilina (THRALL, 2007).

Os dois tipos de bilirrubina estao presentes na circulagao e a distincao entre
elas €& importante para diferenciar as hiperbilirrubinemias conjugadas, das
hiperbilirrubinemias livres. As conjugadas estdo associadas principalmente a
problemas hepaticos, em virtude de doenca infecciosa, dano téxico ou obstrucdo do
trato biliar, enquanto que as hiperbilirrubinemias livres sao resultantes, geralmente,
da superproducdo de bilirrubina (resultante de hemdlise, por exemplo), ou por
deficiéncia no suprimento de sangue ao figado (insuficiéncias cardiacas) ou ainda

por deficiéncia no mecanismo de conjugacao (jejum). J& o aumento simultaneo das
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bilirrubinas diretas e indiretas ocorre nas lesdes hepato-celulares (GONZALEZ &
SILVA, 2007).

Diminui¢cdes dos niveis séricos de bilirrubina sdo observadas em doengas
crénicas, principalmente as que cursam com diminuicdo da formagao dos eritrécitos,
causando anemia. Portanto, a hipobilirrubinemia € devida a anemias
hipoproliferativas (arregenerativas) atribuidas a uma infec¢do ou inflamagéo cronica,
a neoplasia maligna ou na ultima fase da enfermidade renal (GONZALEZ & SILVA,
2007).

A determinagdo da bilirrubina total (BT) ocorre por meio do somatério das
bilirrubinas direta e indireta. O aumento da bilirrubina total pode ocorrer em
enfermidades que levem a grande destruicdo de eritrécitos, doenca hepatobiliar
primaria ou obstrucdo hepatica, impedindo a eliminacao de bile, podendo ser pré-
hepatica, intra-hepatica ou extra-hepatica (MEYER et al.,1992).

MEYER et al. (1992), trabalhando com bovinos criados nos EUA, relataram
para as bilirrubina totais, direta e indireta, concentracdes de 0,1 a 0,5 mg/dL, 0,04 a
0,14 mg/dL e 0 a 0,3 mg/dL, respectivamente.

BARROS FILHO et al. (1994) determinaram teores de bilirrubinas séricas de
32 fémeas da raga Canchim adultas, criadas em Sao Paulo, obtendo os seguintes
resultados: bilirrubina total, 0,40+0,20 mg/dL; bilirrubina direta, 0,13+0,09 mg/dL e
bilirrubina indireta, 0,26+0,16 mg/dL.

SOUZA (1997) néo verificou diferencgas significativas nos teores de bilirrubinas
séricas de bovinos das racas Gir e Girolanda, com idade de 24 a 48 meses, criados
também no Estado de S&o Paulo. Os valores obtidos foram: bilirrubina total -
0,38+0,02 mg/dL e 0,34+0,02 mg/dL; bilirrubina direta - 0,08+0,01 mg/dL e 0,06+0,01
mg/dL; bilirrubina indireta - 0,30+£0,02 mg/dL e 0,28+0,02 mg/dL para as ragas Gir e
Girolanda, respectivamente.

Em outro experimento realizado em S&o Paulo com fémeas bovinas da raga
Nelore, com idade entre 24 e 36 meses, BARROS FILHO (1995) determinaram os
teores de bilirrubinas séricas e encontraram os valores médios de bilirrubina total,
0,42+0,21 mg/dL; bilirrubina direta, 0,09£0,08 mg/dL; bilirrubina indireta, 0,33+0,26
mg/dL. Com o mesmo objetivo, FAGLIARI et al. (1998) obtiveram valores médios de
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bilirrubina total sérica de 0,36+0,14 mg/dL e 0,42+0,13 mg/dL em fémeas bovinas
das racas Nelore e Holandesa, respectivamente.

Segundo KANEKO et al. (2008), em bovinos adultos, os valores normais
situam-se entre 0,01 e 0,50 mg/dL (bilirrubina total); 0,04 e 0,44 mg/dL (bilirrubina
direta) e 0,03mg/dL (bilirrubina indireta).

2.3.4 Atividades séricas das enzimas aspartato aminotransferase
(AST), creatinocinase (CK), fosfatase alcalina (FA) e gamaglutamiltransferase
(GGT)

A utilizacao de dosagens enzimaticas como método auxiliar nos problemas
hepaticos é largamente utilizada na medicina veterinaria.

Em condicdes fisiologicas, as enzimas utilizadas para a avaliagdo da funcao
hepatica de bovinos sdo encontradas em pequenas quantidades no plasma
sanguineo e em grandes quantidades no interior das células de certos tecidos.
Portanto, a perda da integridade da membrana celular, em decorréncia de hipoxia,
leva ao extravasamento de enzimas intracelulares para o fluido extracelular no qual
sua atividade é mensurada, possibilitando verificar o grau de lesao celular ou tecidual
(KANEKO et al., 2008). Dessa forma, a pesquisa da atividade de certas enzimas no
soro sanguineo dos animais domésticos colabora na elucidacao do diagnéstico e
progndéstico de enfermidades localizadas em diferentes tecidos, inclusive das lesdes
hepaticas, visto que a atividade enzimatica sérica especifica aumenta com a
enfermidade.

A aspartato aminotransferase (AST) é uma enzima citoplasmatica e
mitocondrial presente em varios tecidos, como figado, musculo cardiaco e
esquelético, heméacias e intestino. Nas hepatopatias, a AST pode estar aumentada
no soro, sempre que ocorrer um aumento da permeabilidade da membrana do
hepatocito (MEYER et al., 1992). Nos bovinos, tem sido notada atividade enzimatica

crescente em casos de necrose hepatica, doenca do musculo branco e inanicao
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(COLES, 1984). E importante ressaltar que o aumento da AST em ruminantes pode
derivar ndo apenas de lesdo de hepatécitos, mas também de lesdo muscular. Para
minimizar essa situagédo, deve-se associar a dosagem de creatinocinase (CK) que é
musculo-especifica; assim, a elevacao simultdnea de CK e AST indica lesao
muscular, enquanto atividades elevadas de AST na presenca de CK normal indicam
provavel distarbio hepatocelular (THRALL, 2007).

NICOLETTI et al. (1981) demonstraram a influéncia dos fatores raciais, ao
verificarem que os teores séricos do aspartato aminotransferase (AST) eram maiores
nos bovinos da raga Girolanda, quando comparados com os obtidos para os bovinos
das racas Holandesa e Gir.

OTTO et al. (1992), trabalhando com bovinos zebuinos da raca Nelore,
criadas no Paraguai sob diferentes normas de manejo, encontraram o valor de AST
igual a 55,7+13,4 U/L. KANEKO et al. (2008) indicou, para bovinos, valores de
referéncia de 78 a 132 U/L.

A creatinocinase (CK) é uma enzima encontrada em musculo esquelético,
musculo cardiaco, musculo liso, cérebro e nervos, porém sua maior especificidade
esta relacionada com lesées musculares. No entanto, a sua meia-vida curta faz com
que os altos valores séricos voltem rapidamente ao normal (KANEKO et al., 2008).

A CK nas lesbes musculares aparece elevada antes da AST e também
desaparece primeiro. Assim, o padrao enzimatico dessas enzimas pode indicar o
estagio do problema. A CK aumentada com a AST diminuida indicam lesao muscular
muito aguda; teores persistentemente altos das duas indicam lesdo ativa, enquanto
niveis baixos de CK e altos de AST indicam processo de recuperagdo (GONZALEZ &
SILVA, 2007). A meia-vida de CK no sangue de bovinos é inferior a 2 horas
(THRALL, 2007).

Em bovinos, KANEKO et al. (2008) estabeleceu valores de referéncia da
ordem de 66-120 U/L.

WEAVER (2004) relatou que o dano muscular provocado pelo decubito
prolongado de bovinos pode ser avaliado, com seguranca, por meio da determinacéao
sérica de CK e, juntamente com a enzima aspartato aminotransferase (AST), pode

também identificar miopatia cardiaca em bovinos.
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A fosfatase alcalina (ALP) é uma enzima presente no intestino, nos rins, no
figado e nos 0ssos, mas possui maior importancia nos tecidos ésseos e hepatobiliar.
Com excegdo dos animais jovens em crescimento ou animais com enfermidade
O0ssea, o0 aumento da atividade dessa enzima geralmente indica disfuncao
hepatobiliar decorrente, principalmente de colestase e necrose por obstrucao biliar
intra-hepatica (MEYER et al., 1995).

A enzima gamaglutamiltransferase (GGT) esta presente em todas as células
com excecao do musculo. Apresenta grande atividade nos rins e no figado, mas
somente a de origem hepatica € normalmente encontrada no plasma, pois a de
origem renal € excretada pela urina. O aumento da atividade dessa enzima ocorre
em todas as espécies examinadas, apds colestase (CENTER et al., 1997). A
avaliacdo da GGT tem grande vantagem para o diagnéstico de colestase em
ruminantes, por ser uma enzima originaria do tecido biliar hepatico, e seu aumento
da atividade associa-se somente com colestase intra e extra-hepatica e dano de
ductos biliares (MEYER et al., 1992; LAVEZZO et al., 1996).

Os valores de referéncias da GGT, apresentados na literatura por MEYER et
al. (1992), variam de 11 a 24 U/L, sendo semelhantes aos encontrados por DIRKSEN
et al. (1993) e KANEKO et al. (2008), para bovinos adultos, que foi aproxidamente 20
U/L.

No Estado de Sao Paulo, BARROS FILHO et al. (1994) encontraram os
valores médios de 28,53+7,54 U/L e 11,53+3.70 U/L para os teores séricos de AST e
GGT, respectivamente, trabalhando com 32 fémeas da raga Canchim. No ano
seguinte, BARROS FILHO (1995) estudou os niveis séricos de AST e GGT, em
fémeas bovinas da raca Nelore, com idade entre 24 e 36 meses. Os valores médios
obtidos foram, respectivamente: 30,99+5,10 U/L e 10,39+3,36 U/L.

FAGLIARI et al. (1998), estudando alguns constituintes séricos, indicaram os
seguintes valores para as ragas Nelore e Holandesa, respectivamente: 43,62+11,12
UL e 37,28+11,08 U/L de AST; 60,73+5,28 U/L e 68,53+4,62 U/L de ALP;
17,4015,00 U/L e 16,01+3,86 U/L de GGT.

Ao avaliar a influéncia de fatores raciais sobre as atividades enzimaticas do
aspartato aminotransferase (AST) e da gamaglutamiltransferase (GGT) em bovinos,



23

SOUZA et al. (2004) concluiram que houve influéncia da raca nos resultados da AST,
sendo os valores dos bovinos Jersey (49,27+17,87 U/L) maiores do que os da raca
Holandesa (34,76+10,61 U/L), enquanto para a GGT nao foram notadas diferencas
significativas entre os resultados de animais das racas Jersey (19,46+£33,11 U/L) e
Holandesa (19,08+£33,26 U/L). Ja GREGORY et al. (1999), em pesquisa com vacas
Jersey, concluiram que a infeccdo pelo virus da Leucose Bovina nao influiu sobre a

atividade enzimatica sérica da AST e GGT.

2.3.5 Concentracoes séricas de calcio total e ionizado, fosforo,
magnésio, sodio e potassio

Os eletrdlitos estdo dispostos de forma dinamica, mas ordenada
funcionalmente nos compartimentos celulares. A principal funcao dos eletrolitos no
organismo animal é a manutencao das forcas osméticas, o que possibilita o equilibrio
de liquidos entre os compartimentos intra e extracelulares, mecanismo essencial
para sustentar normais os eventos fisiolégicos e bioquimicos. Na célula, os eletrélitos
atuam na conducdo nervosa e despolarizacdo de fibras musculares, tornando
possivel a contracdo muscular. Participam, ainda, da ativacdo de enzimas do
metabolismo intermediario e manutencdo do pH desses fluidos. Desequilibrios
eletroliticos podem estar associados a quadros de diarreia, nefropatias, desnutricao,
doencas metabdlicas e enddcrinas, dentre outras, tornando-se fundamental o
conhecimento do perfil bioquimico de cada espécie para subsidiar a identificacdo dos
disturbios fisiopatoldégicos que ocorrem em diversas enfermidades (KANEKO et al.,
2008).

O calcio é importante para varios processos bioldégicos, como contracao
muscular, excitabilidade nervosa, liberacdo de horménios e permeabilidade da
membrana plasmatica, além de sua importante fungcdo no sistema esquelético.
Diante de sua importancia, os teores de calcio sdo controlados por um sistema
endocrino que envolve a vitamina D3, o paratorménio (PTH) e calcitonina. Apesar
disso, o teor sanguineo de Ca pode variar de acordo com fatores, como espécie,
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idade e dieta (MEYER et al.,, 1995). KANEKO et al. (2008) estabeleceram valores
normais em bovinos entre 9,70 e 12,40 mg/dL.

Cerca de 50% do calcio total do sangue estdo ligados as proteinas
plasmaticas (principalmente albumina), menos de 10% estdo nos complexos
minerais ligados aos fosfatos inorganicos e o restante permanece em sua forma
ionizada. Varios fatores podem influenciar a proporcéo da fragao do calcio ionizado,
sendo 0s mais importantes a concentracado de proteinas séricas e albumina, o pH do
sangue e a temperatura corporal (THRALL, 2007).

O ion s6dio é o principal cation do liquido extracelular e um importante
componente do esqueleto. Cerca de 50% do depésito corporal de sédio é encontrado
no liquido extracelular, 45% nos o0ssos e o restante no interior das células. As
principais fungdes do ion sddio sdo: regulagdo da pressdo osmética de cristalbides,
equilibrio acido-base, manutencdo dos potenciais de membrana, transmissdo de
impulsos nervosos e processos de absorcdo de monossacarideos, aminoacidos,
pirimidinas e sais biliares. A manutengcdo do equilibrio de sodio deve-se
principalmente, aos efeitos do mecanismo renina-angistensina-aldosterona no
transporte de sédio pelas superficies epteliais dos rins, no sistema gastrintestinal e
nas glandulas sudoriparas (THRALL, 2007).

O potassio é o principal cation do liquido intracelular e do organismo. O
potassio € muito importante para a manutencao do ritmo e da frequéncia cardiaca
normais, o controle renal de sédio, o metabolismo acidobéasico e varios processos do
metabolismo intermediario (BAKER et al., 2007).

O magnésio exerce amplo papel no organismo animal, por ser ativador de
muitas enzimas envolvidas em processos ligados ao metabolismo energético, ao
metabolismo dos &cidos nucleicos e biossintese de proteinas, tendo importancia
também na contragdo muscular e na neurotransmissao (GUYTON & HALL, 2002).

O controle de magnésio pelo corpo € muito semelhante ao de potassio. Assim
€ possivel que disturbios que causem hipo ou hipercalemia provoquem hipo ou
hipermagnesemia (BAKER et al., 2007). A magnesemia normal para bovinos varia de
1,80 a 2,30 mg/dL (KANEKO et al., 2008).
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Concentracdes anormais de eletrélitos no plasma, como calcio, potassio e
sédio podem desencadear disturbios eletroliticos associados com quadros de
diarreia, doenca renal, baixo desempenho atlético e sudorese (ROSE & HODGSON,
1994).

O sédio e o potassio sdao os principais solutos extra e intracelulares,
respectivamente (JOHNSON, 1995). O so6dio, potassio e cloretos sdo extremamente
importantes por causa de suas altas concentragbes e, por estarem completamente
dissociados em solucbes aquosas, as determinacbes de suas concentracdes
relativas s&o os principais determinantes para o equilibrio 4cido-base (STAMPFLI &
CARLSON, 2001).

BIRGEL et al. (1991), em amostras de soro sanguineo de 121 fémeas da raca
Jersey, criadas em Sao Paulo, obtiveram valores que variavam entre 9,12 e 11,12
mg/dL para os teores de calcio e variacao entre 6,41 e 9,41 mg/dL para os teores de
fésforo. No mesmo trabalho, os autores constataram para os teores séricos de sédio
e potéassio, valores que variavam entre 135 e 141 mMol/L e 4,80 e 5,80 mMol/L,
respectivamente.

AGNES et al. (1993) determinaram os teores de calcio sérico em gado da raca
Holandesa, em animais adultos e bezerros, verificando apenas diferencas
significativas em relacdo aos bezerros recém-nascidos, até dois dias de vida.

2.3.6 Proteinograma sérico

Proteinas sdo compostos de alto peso molecular, consistindo primariamente
de cadeias de aminoacidos unidos por ligacoes peptidicas. Sua funcédo especifica é
determinada pela sequéncia de aminoacidos e por sua conformacdo estrutural.
Alteragdes na concentracdo plasmatica ou sérica de proteinas sdo as principais
anormalidades laboratoriais em algumas doencas; geralmente observa-se alteracéao
no teor de proteinas em varias enfermidades. As variagdes observadas nas diversas
fracoes podem refletir doencas especificas e trazer valiosos subsidios para o seu
diagndstico (TRALL, 2007).
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As principais proteinas plasmaticas sao a albumina, as globulinas e o
fibrinogénio. Elas estao envolvidas em multiplas fungées, tais como a manutencgao da
pressao osmdtica e viscosidade do sangue, o transporte de nutrientes, metabdlitos,
hormonios e produtos de excrecéo, a regulagdo do pH sanguineo e a participacao na
coagulacdo sanguinea. As proteinas sanguineas sao sintetizadas principalmente
pelo figado, estando a taxa de sintese diretamente relacionada com o estado
nutricional do animal, especialmente com os niveis de proteina e de vitamina A, e
com a funcionalidade hepatica (KANEKO et al., 2008).

As proteinas podem estar diminuidas na sindrome da ma absor¢éo, na cirrose
hepatica, na sindrome nefrética, nas enteropatias, em animais jovens e nas
hemorragias. Enquanto nas infecgdes, na desidratacdo, na perda de fluidos corporais
e nos animais mais velhos podem estar aumentadas (GONZALEZ & SCHEFFER,
2002).

Segundo KANEKO et al. (2008), as proteinas de cada espécie sao
sintetizadas sob o controle genético, o que explica a grande variacdo entre as
espécies e individuos da mesma espécie.

A albumina € a fragdo mais homogénea, soluvel, estavel e abundante no
plasma, perfazendo cerca de 35 a 40% do total de proteinas séricas. Tem um peso
molecular aproximado de 66 kDa. E sintetizada no figado e contribui com 80% na
osmolaridade do plasma sanguineo, além de atuar como transportadora de varias
substancias endégenas e exdgenas, tais como: bilirrubina, acidos graxos, horménios,
calcio, corantes e farmacos (KANEKO et al., 2008).

OTTO et al. (1992) estudaram as variagcdes dos niveis séricos de proteina
total e albumina em um plantel de bovinos da raca Nelore, cujos teores médios foram
de 7,90+0,43g/dL e de 3,12+0,36¢9/dL, respectivamente.

Em 1997, no Estado de Sao Paulo, CANAVESSI (1997) estudou o perfil
eletroforético das proteinas séricas de bovinos da raca Nelore de vérias faixas
etarias, mantidos em regime de criacdo extensiva, e observou diferencas
significativas entre os animais jovens e adultos. Os valores da proteina total e da
albumina das fémeas com idade entre 18 e 24 meses foram, respectivamente:
7,0810,56 g/dL e 3,03+0,26 g/dL, com valores semelhantes ao descritos por SOUZA
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(1997), também no Estado de Sao Paulo, trabalhando com bovinos da raca Gir,
Girolanda e Holandesa. Foi observado um aumento gradativo e significativo dos
teores de proteina total e de albumina com a idade, os quais variaram entre 6,18 a
8,03 g/dL e 3,06 a 3,78 g/dL, respectivamente.

Estudando os perfis dos constituintes séricos em fémeas e machos bovinos e
bubalinos, lactentes, desmamados e adultos, FAGLIARI et al. (1998) observaram que
os teores de proteinas totais e albumina foram maiores em bubalinos que em
bovinos. Verificaram também que, ndo houve diferenca significativa entre as fémeas
adultas das racas Nelore e Holandesa.

BIRGEL Jr. et al. (2001), ao avaliarem o proteinograma de bovinos da raca
Holandesa, infectados pelo virus da leucose dos bovinos, criados em Sao Paulo,
demonstraram que nao houve influéncia do virus da leucose dos bovinos sobre os
teores de proteina totais e albumina.

PINTO (2003) constatou que as concentragdes séricas de proteina total e
alboumina de bufalas da raca Murrah, positivas e negativas a sorologia para
brucelose, nao diferiram significativamente. Os valores obtidos dos animais
soropositivos e daqueles soronegativos foram, respectivamente, 7,87t0,61 e
7,7410,58 g de proteina/dL; 3,49+0,39 e 3,57+0,26 g de albumina/dL.

Em bovinos, segundo KANEKO et al. (2008), os valores séricos de albumina
variam de 2,8 a 3,8 g/dL.

A determinacgao das concentracoes de proteinas séricas e suas variagdes, por
meio do fracionamento eletroforético, representam uma arma valiosa no
entendimento dos processos fisiopatolégicos, tendo sido utilizada para o
monitoramento de enfermidades em varias espécies (FAGLIARI et al., 1998;
FAGLIARI & SILVA, 2002).

As pesquisas realizadas em bioquimica clinica veterinaria tém levado a
identificagdo de vérias proteinas denominadas proteinas de fase aguda (PFA). A
sintese dessas proteinas representa uma reacdo inespecifica a infecgoes,
inflamacgdes, injurias teciduais, neoplasias e distarbios imunolégicos, a fim de
restaurar a homeostasia e prevenir o crescimento de microrganismos (GRUYS et al.,
1994).
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Segundo KANEKO et al. (2008), o fracionamento eletroforético representa
uma das mais confidveis técnicas de identificacao de proteinas sanguineas, que
podem ser classificadas em albumina, alfaglobulina, betaglobulina e gamaglobulina.
Um aumento das PFAs também pode ser observado pela eletroforese das proteinas
séricas e registro de elevacao nas fracées a e/ou B (THOMAS, 2000).

O uso da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida que contém dodecil
sulfato de sédio (SDS-PAGE) é relativamente simples e de baixo custo, e possibilita
a deteccao de concentracdes proteicas extremamente baixas e a identificacao de 20
a 30 proteinas, utilizando-se microquantidades de amostra. Outras técnicas, como as
realizadas em filmes de agarose ou fitas de celulose, apresentam limitagdes, porque
permitem o fracionamento de apenas cinco a sete grupos de proteinas (FAGLIARI &
SILVA, 2002)

A sintese e a liberacdo das proteinas de fase aguda (PFA) do figado sao
reguladas pelos mediadores do processo inflamatério. Esses mediadores sao
enquadrados em quatro categorias: citoquinas interleucinas tipo 1 (IL-1), citoquinas
interleucinas tipo 6 (IL-6), glicocorticoides e os fatores de crescimento. As citoquinas
estimulam a expressdo génica para a sintese de proteinas de fase aguda (PFA),
enquanto os glicocorticoides e os fatores de crescimento funcionam mais como
moduladores da acao das citoquinas (BAUMANN & GAULDIE, 1994). A citoquina
interleucina 6 (IL-6) tem sido reconhecida como principal reguladora dos genes APP
(proteinas de fase aguda positivas). Os genes reguladores de IL-1 séo diferentes dos
da IL-6. As proteinas de fase aguda podem ser classificadas como positivas ou
negativas (KANEKO et al., 2008). No primeiro grupo, enquadram-se, dentre outras, o
fibrinogénio, a oy-glicoproteina acida e a haptoglobina (TAKIGUCHI et al., 1990;
TRUMEL et al.,, 1996), as quais se elevam imediatamente ap6s a instalacdo do
processo inflamatério ou endotoxémico (GODSON et al.,, 1996), decrescendo
rapidamente com a regressao da lesdao (KENT, 1992). No segundo grupo, destacam-
se a albumina e a transferrina, cujos teores séricos tendem a decrescer na presenga
de condic¢des inflamatérias (KANEKO et al., 2008).
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Durante o processo inflamatério, o figado, preferencialmente, produz PFA em
detrimento de outras proteinas, como albumina e transferrina. Em consequéncia,
ocorre uma reducgao da relacao albumina:globulina (COLE et al., 1997). Desordens
inflamatérias subclinicas também podem induzir aumento nas concentracées de PFA
(GRONLUND et al., 2005).

A albumina é a fracdo mais abundante e homogénea, possui a fungcdo de
manter a pressao coloidosmoética plasmatica, além de ser responsavel pelo
transporte de varias substancias enddgenas e exdgenas. A fragcdo a-globulina possui
a funcado de carrear lipidios, horménios, vitaminas e minerais e nela estdo contidas a
antitripsina, transtiroxina, transcortina, protrombina, glicoproteina acida, lipoproteina,
trombina, haptoglobina, ceruloplasmina, macroglobina, HS-glicoproteina, varias
enzimas e fatores de coagulacdo. A fracao B-globulina tem grande importancia no
transporte do colesterol, estrégenos e progesterona. Nela estdo contidas a
transferrina, hemopexina, lipoproteinas, fracdes do complemento (C3, C4, C5), além
de varias enzimas e fatores de coagulacdo. A fracdo y-globulina é composta por
substancias imunologicamente ativas, e a formacdo de anticorpos depende
exclusivamente da porcentagem dessa fracao proteica no soro. A fragéo y-globulina
€ constituida por imunoglobulinas A, M, E, G e algumas enzimas. Em geral, a IgG
representa 85,0% dessa fracdo, sendo responsavel pelas modificagcdes da curva de
eletroforese (KANEKO et al., 2008).

Em ruminantes, concentracées aumentadas de PFA, como o fibrinogénio
plasmatico e a haptoglobina, podem ser indicadores mais sensiveis de um processo
inflamatério agudo que mudancgas na contagem leucocitaria (TAYLOR, 2000). Essas
proteinas foram consideradas indicadores potenciais de doenca e bem-estar em
animais, individualmente, bem como de saude do rebanho (PETERSEN et al., 2004).

A haptoglobina (HPT) € uma alfaglobulina, com vida média de dois a quatro
dias, sendo importante na manutencdo da homeostase do ferro, bem como em
doencas influenciadas pelo metabolismo férrico (MURATA et al., 2004). EATON et al.
(1982) atribui a essa PFA a funcao bacteriostatica por sua capacidade de ligar-se a
hemoglobina livre, indisponibilizando-a como fonte de ferro para o microrganismo

agressor.
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Segundo CONNER et al. (1988), a haptoglobina é a PFA mais estudada em
bovinos. Nessa espécie, a mensuragao de PFA, especialmente HPT e ASA (amiloide
sérica A), pode diferenciar melhor as inflamagcées agudas das crbénicas, quando
comparadas aos testes hematoldégicos (HORADAGODA et al., 1999). Elevacoes
consistentes da HPT tém sido observadas em associacao a abscessos, pneumonia e
afeccdées do trato respiratorio, endocardite, peritonite, reticulite e pericardite
traumaticas, mastite, metrite e enterite (GANHEIM et al., 2007; COSTA et. al., 2007).

Um aumento da concentracao das proteinas de fase aguda haptoglobina, a-1
acido-globulina e proteina amiloide-A foi descrito por WALKER et al. (1994), quando
esses autores estudaram o proteinograma de bovino com infeccdo bacteriana
experimental. No soro bovino, a haptoglobina forma um polimero associado a
albumina, e varios autores ressaltam a sua importancia para indicar a ocorréncia de
processo inflamatério nessa espécie (FAGLIARI et al., 2003).

A ceruloplasmina (Cp) tem como principal funcao transportar cobre no sangue,
e é reconhecida como uma proteina de fase aguda positiva, ou seja, aumenta apos
um estimulo inflamatério (OKUMURA et al.,, 1991). A aplicacdo da Cp como
biomarcador diagndstico permanece menos comum que a de outras proteinas de
fase aguda, no entanto, tem sido demonstrado ser um bom indicador de infeccdo em
bovinos (SEGELMARK et al., 1997).

FAGLIARI et al. (2003) constataram que os teores de ceruloplasmina, oy-
antitripsina, haptoglobina e oy-glicoproteina acida foram significativamente maiores
em bezerros infectados, em comparagdo com aqueles bezerros saudaveis;
concluiram que a mensuracao destas proteinas € Gtil na monitoragdo da progressao
da pneumonia de bezerros causada por M. haemolytica. FAGLIARI et al. (2007)
analisaram o soro sanguineo de 50 bovinos com fotossensibilizacdo adquirida
durante pastejo em Brachiaria decumbens e verificaram aumentos nas
concentragdes de proteinas de fase aguda com cifras de 377,3% para haptoglobina,
309,1% para ceruloplasmina, 251,7% para o4-antitripsina e 146,2% para oq-

glicoproteina acida, em comparagao com bovinos sadios.
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A glicoproteina acida € um componente da a4-globulina, que também é uma
proteina de fase aguda positiva, sendo identificada apds infec¢oes, inflamacoes e
tumores malignos (TAIRA et al.,1992). A ai-glicoproteina &cida tem sido associada a
propriedades anti-inflamatérias, como tendo um papel regulador das atividades pro-
inflamatérias de neutréfilos (RINALDI et al., 2008) e também inibidor da migracao de
mondcitos bovinos em resposta a agentes quimiotaxicos (LECCHI et al., 2008).

Além do importante papel das proteinas de fase aguda no processo de defesa
imunoldgico, suas taxas séricas podem servir como indicadores da atividade de
leucdcitos, como macrofagos, mondcitos e linfocitos, frente as infec¢des por Brucella
sp, uma vez que é no interior de leucdcitos mononucleares que se localizam essas

bactérias nos animais cronicamente infectados (HORT et al., 2003).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

¢ Determinar os perfis bioquimicos séricos de vacas das racas Nelore e mesticas
Girolanda sororreagentes ou nao a brucelose e leptospirose, criadas no Estado do

Maranhao.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Experimento 1

¢ Determinar as atividades das enzimas aspartato aminotransferase,
gamaglutamiltransferase, fosfatase alcalina e creatinocinase em vacas das racas

Nelore e mesticas Girolanda, clinicamente sadias.

¢ Determinar os valores de referéncia das concentragdes séricas de calcio total,
célcio ionizado, fésforo, magnésio, sédio, potassio, bilirrubinas, ureia, creatinina,
colesterol e triglicérides em vacas das racas Nelore e mesticas Girolanda,

clinicamente sadias.

¢ Determinar o proteinograma de vacas das racas Nelore e mesticas Girolanda,
clinicamente sadias, em gel de poliacrilamida, contendo dodecil sulfato de so6dio
(SDS-PAGE).



33

3.2.2 Experimento 2

¢ Comparar as atividades das enzimas aspartato aminotransferase,
gamaglutamiltransferase, fosfatase alcalina e creatinocinase de vacas das racas
Nelore e mesticas Girolanda, clinicamente sadias, com as de vacas sororreagentes

para brucelose e leptospirose.

¢ Comparar as concentragdes séricas de calcio total, calcio ionizado, fésforo,
magnésio, sodio, potassio, bilirrubinas, ureia, creatinina, colesterol e triglicérides e o
proteinograma sérico de vacas das racas Nelore e mesticas Girolanda, clinicamente

sadias, com as de vacas sororreagentes para brucelose e leptospirose.
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4. MATERIAL E METODOS

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica e Bem-Estar Animal (CEBEA)
da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias/UNESP/Campus de Jaboticabal,
Sao Paulo, em conformidade com as normas internacionais para uso de animais de

experimentagéo, sob protocolo n® 007780/09.

4.1 Area de estudo

O Estado do Maranhao situa-se na regido Nordeste do Brasil, entre as
coordenadas de 0101’ a 10921’ lat. S e 41°48 a 48°40’ long. W. Abrange
333.365,6km?, limitando-se ao Norte com o Oceano Atlantico, ao Leste com o Piaui,
ao Sul e Sudoeste com o Tocantins e ao Noroeste com o Para. O clima
predominante no Estado é tropical e com indice pluviométrico anual que varia de 800
a 2.800 mm?® (IBGE, 2008).

O estudo foi realizado no circuito Il do Estado Maranh&o, nas regionais de
Pedreiras, Bacabal, Santa Inés, Presidente Dutra e Barra do Corda. Esse circuito faz
parte da estratificacao realizada pela coordenacao estadual do PNCEBT, em quatro
circuitos pecuarios (Figura 1), baseado em paradmetros epidemiolégicos distintos que
variam conforme os diferentes sistemas de producéao, praticas de manejo, finalidade
de exploracao, tamanho médio dos rebanhos e sistemas de comercializagdo (MAPA,
2005).

As regionais consideradas abrangem municipios pertencentes a mesorregiao
Centro-Oeste maranhense (Figura 2), os quais possuem propriedades de extensao
variada, dedicadas a exploracdo pecuaria de corte e/ou leite, e algumas
desenvolvem atividades agricolas. Constituem uma area de 90.114.222 km?, que
representa 27% do territério maranhense, com um rebanho bovino estimado em 1,9
milhdes de animais, correspondentes a 27% do rebanho total do Estado, que é de
aproximadamente 6,9 milhées de cabecas (AGED/MA, 2008).



Figura 1. Mapa do Maranhao com os quatro circuitos pecuarios.

Legenda

Il Bacabal

Il Barrado Corda
Presidente Dutra
Santalnés

Il Pedreiras

Figura 2. Mapa do Maranh&o com as regionais do circuito .
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4.2 Animais

Foram utilizadas fémeas bovinas das racas Nelore e mesticas Girolanda,
clinicamente sadias, com idade entre 24 e 36 meses, ndo prenhes e nao lactantes,
provenientes de 180 propriedades dos 60 municipios que compdem as cinco
regionais estudadas. O sistema de criacdo predominante era extensivo, em
pastagens constituidas por braquiaria (Brachiaria brizantha) e com suplementacéo de
sal mineral preferencialmente durante o verdo. Em sua maioria, os animais foram
submetidos a praticas de manejos semelhantes, com limitados recursos técnicos e

intensa rotatividade de animais.

4.3 Grupos experimentais

Inicialmente, todas as fémeas foram submetidas a testes soroldgicos para
diagnéstico de brucelose e leptospirose. Em seguida, foram constituidos os grupos
experimentais.

4.3.1 Experimento 1

Foram selecionadas aleatoriamente 120 vacas da raca Nelore, ndo reagentes
aos testes de brucelose e leptospirose (Grupo 1), € 0 mesmo numero de animais
mesticos Girolando (Grupo 2), para obtencdo dos valores de referéncia de
parametros bioquimicos do soro sanguineo. Para determinacdo das concentracdes
séricas das fracbes protéicas utilizaram-se 30 animais, sendo 15 fémeas da raca
Nelore (Grupo 1) e 15 fémeas da raca mestica Girolanda (Grupo 2).
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4.3.2 Experimento 2

Adicionalmente, foram escolhidas aleatoriamente vacas positivas e negativas
aos testes mencionados e, em seguida, foram reunidas em trés grupos
experimentais, constituidos cada um por 50 animais, sendo 25 vacas da raga Nelore
e 25 da raca mesticas Girolanda, permitindo estudar a influéncia da raga sobre os

parametros avaliados.

Grupo Controle: 50 vacas negativas aos testes de brucelose e leptospirose.
Grupo Brucelose: 50 vacas sororreagentes ao teste de brucelose.

Grupo Leptospirose: 50 vacas sororreagentes ao teste de leptospirose.

Para avaliacdo das concentragdes séricas das fracées protéicas utilizaram-se
para cada grupo experimental 30 animais, de maneira que houvesse 15 fémeas da

raca Nelore e 15 fémeas da raga mestica Girolandoa em cada grupo avaliado.

4.4 Colheita e preparacao das amostras de sangue

As amostras utilizadas foram obtidas durante a realizagdo do inquérito
epidemioldgico de brucelose bovina pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA), por intermédio da Agéncia de Defesa Agropecuaria do
Estado do Maranh&do (AGED). As colheitas foram realizadas no periodo de novembro
de 2008 a janeiro de 2009. Foram colhidas amostras de 20 mL de sangue por meio
de venopungao jugular, em frascos tipo vacutainer, sem anticoagulante. Apos
retracao do coagulo, as amostras foram centrifugadas a 900 x G, durante 5 minutos,
para obtencdo das amostras de soro, as quais foram acondicionadas em frascos de
polipropileno (eppendorf) e congeladas a temperatura de -20°C até o momento da

realizacao das analises.
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4.5 Analises laboratoriais

Para o diagnostico sorolégico de brucelose, as amostras de soro sanguineo
foram analisadas no Laborat6rio de Bacteriologia do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Estadual do Maranhdo - UEMA e para o de diagnostico de
Leptospirose as andlises foram realizadas no Laboratério de Diagnédstico de
Leptospirose e Brucelose do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e
Reproducdao Animal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias-
FCAV/UNESP/Campus de Jaboticabal. Ja as dosagens bioquimicas dessas
amostras foram realizadas no Laboratério de Apoio a Pesquisa do Departamento de
Clinica e Cirurgia Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias-
FCAV/UNESP/Campus de Jaboticabal.

4.5.1 Diagnosticos soroldgicos

4.5.1.1 Sorodiagnostico para brucelose

As amostras foram submetidas a duas provas soroldgicas, de acordo com o
recomendado pelo MAPA, na Instrucao Normativa n® 06, de 08 de janeiro de 2004
(BRASIL, 2004).

Como teste de triagem das amostras, realizou-se a prova do antigeno
acidificado tamponado (AAT) (TECPAR); somente as amostras reagentes nesse
teste foram submetidas as provas de SAL (TECPAR) e 2-ME (MERK). O protocolo
dos testes e interpretacdo dos resultados foram feitos de acordo a Instrucéao
Normativa n° 41, de 24 de novembro de 2006 (BRASIL, 2006), classificando-se como
animal soropositivo aqueles que apresentaram reagdo ao 2-ME e, como foco da
enfermidade, aquela propriedade em que o rebanho apresentasse pelo menos um
animal soropositivo (Figuras 3 e 4).
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Figura 3. Teste antigeno acidificado tamponado (AAT). Esquerda: reacao positiva.
Direita: reacao negativa.

Figura 4. Teste 2-Mercaptoetanol (2ME). No 12 tubo da esquerda a coluna de liquido
se encontra limpida com presenca de flocos de aglutinagao no fundo do tubo
(positivo). Nas demais diluicbes o antigeno permanece em suspensao € nao

ha aglutinacéao (negativo).
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4.5.1.2 Sorodiagnodstico para leptospirose

A técnica de soroaglutinacdo microscopica (SAM) com antigenos vivos (FAINE
et al., 1999), prova de referéncia pela Organizacdo Mundial da Saude-OMS para o
diagnéstico da leptospirose, foi empregada para mensuragdo dos niveis de
aglutininas para todas as amostras de soros.

4.5.2 Analises bioquimicas

Foram avaliadas as concentragcdes séricas de calcio total (método
colorimétrico-CPC), fésforo (método de Daly e Ertingshausen modificado), magnésio
(método Labtest), triglicérides (método enzimatico de Trinder), colesterol (método
enzimatico de Trinder), calcio ionizado, sédio, cloreto e potassio (método de ions
seletivos), proteina total (método do biureto), albumina (método do verde de
bromocresol), bilirrubinas total e direta (método de Sims-Horn), ureia (método
enzimatico UV) e creatinina (método Labtest), bem como as atividades séricas das
enzimas aspartato aminotransferase (método cinético UV-IFCC), creatinocinase
(método cinético UV-IFCC), gamaglutamiltransferase (método de Szasz modificado)
e fosfatase alcalina (método de Bowers e McComb modificado). Para a realizacao
dos testes foram utilizados reagentes comerciais'; as leituras dos parametros
bioquimicos foram realizadas em espectrofotdmetro semiautomatico?, em
comprimentos de onda especificos para cada constituinte, e em dosador de ions
seletivos®

O proteinograma sérico foi obtido pela técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida, contendo dodecil sulfato de sdédio (SDS-PAGE), conforme técnica
descrita por LAEMMLI (1970). Ap6s o fracionamento, o gel foi corado durante 10

minutos em solucdo de azul de coomassie, constituida de metanol (50%), agua

! Labtest, Labtest Diagnéstica S.A., Lagoa Santa, MG
2 Labquest, mod. E-225-D, Labtest Diagnostica S.A., Lagoa Santa, MG
39180, Electrolyte Analyzer, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany
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(40%), acido acético glacial (9,75%) e azul de coomassie (0,25%). Em seguida o gel
foi colocado em solucao de acido acético 7% para retirar 0 excesso de corante, até
que as fracoes proteicas se apresentassem nitidas. As concentracdes das proteinas
foram determinadas em densitdmetro computarizado®.

Como referéncia, foi utilizada uma solucdo marcadora® com pesos
moleculares 20.000, 24.000, 29.000, 36.000, 45.000, 55.000, 66.000, 97.000,
116.000 e 205.000 daltons, bem como as proteinas purificadas albumina (mg/dL),
lgG, haptoglobina, as-antitripsina, ceruloplasmina, transferrina e as-glicoproteina
acida®.

4.6 Analise estatistica

Usou-se a analise de variancia (ANOVA) para delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial 3x2 (grupos experimentais e racas). As
comparacées das médias foram feitas pelo teste Tukey ao nivel de 5% de
significancia (P< 0,05). A ANOVA e o teste de Tukey foram realizados mediante o
uso do programa estatistico computarizado Statistical Analysis System (SAS -
Versdo 9.1). Os resultados foram apresentados como valores médios * desvio-
padrao (DP), na forma de tabelas e figuras.

* Densitometer CS9301-Shimadzu, Tokyo, Japan.
* Sigma, Saint Louis, USA.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em decorréncia do grande numero de dados e visando facilitar a visualizagao
e compreensdo dos objetivos propostos, os resultados dos parametros bioquimicos
séricos foram agrupados por experimentos. O experimento 1 foi destinado a
determinacao dos valores de referéncia dos grupos 1 e 2, com 120 animais cada
grupo, enquanto o experimento 2 teve a finalidade de apresentar as interrelagdes
entre 0s grupos controle e sororreagentes para brucelose e leptospirose, conforme

as variaveis estudadas.

5.1 Perfil bioquimico sérico

5.1.1 Experimento 1

5.1.1.1 Enzimas, metabdlitos e minerais

Os valores médios e os respectivos desvios padrdo das atividades séricas de
aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (ALP), gamaglutamitransferase
(GGT) e creatinocinase (CK) e os teores uréia, creatinina, bilirrubina total, bilirrubina
direta, bilirrubina indireta, triglicérides, colesterol, calcio total, fésforo, magnésio,
sédio, potassio e célcio ionizado de vacas do grupo controle das racas Nelore e
mesticas Girolanda, encontram-se na Tabela 1.

Constatou-se que as atividades séricas de creatinocinase, creatinina,
bilirrubina total, bilirrubina indireta e de calcio ionizado apresentaram diferencas
significativas entre as ragas Nelore e mestigas Girolanda. De maneira geral, os
valores médios das outras varidveis nao diferiram significativamente entre as racas e
encontraram-se dentro dos limites considerados normais propostos por KANEKO et
al. (2008).
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Tabela 1. Médias e desvios padrdao das atividades séricas de aspartato

aminotransferase,

fosfatase

alcalina,

gamaglutamitransferase,

creatinocinase e teores séricos de uréia, creatinina, bilirrubina total,
bilirrubina direta, bilirrubina indireta, triglicérides, colesterol, calcio total,
fosforo, magnésio, sédio, potassio e célcio ionizado de vacas sadias das
racas Nelore e mesticas Girolanda, criadas na regido Centro-Oeste do

Estado do Maranhao.

Parametros

Nelore (n=120)

Girolanda (n= 120)

Aspartato aminotransferase (U/L)
Fosfatase alcalina (U/L)
Gamaglutamiltransferase (U/L)
Creatinocinase (U/L)

Uréia (mg/dL)

Creatinina (mg/dL)

Bilirrubina total (mg/dL)
Bilirrubina direta (mg/dL)
Bilirrubina indireta (mg/dL)
Triglicérides (mg/dL)
Colesterol (mg/dL)

Célcio total (mg/dL)

Fosforo (mg/dL)

Magnésio (mg/dL)

Sodio (mMol/L)

Potassio (mMol/L)

Célcio ionizado (mMol/L)

58,5+18,2A
76,7+43,2A
20,2+9,25A
87,5+56,3A
21,5+12,0A
1,61+0,41A
0,28+0,16A
0,09+0,05A
0,19+0,15A
24,0+8,59A
126+41,0A
8,63+1,45A
5,34+1,35A
2,49+0,51A
136+8,93A
5,91+1,47A
0,66+0,14A

59,7+17,5A
73,7+40,9A
22,1+7,54A
68,6+43,4B
19,0+10,0A
1,47+0,32B
0,23+0,08B
0,09+0,04A
0,14+0,09B
25,7+7,06A
136+47,9A
8,71+1,27A
5,18+1,49A
2,53+0,50A
134+8,45A
5,95+1,57A
0,73+0,18B

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Verificou-se que a atividade sérica de creatinocinase de bovinos da raca

Nelore foi estatisticamente superior aquela de bovinos mestigcos Girolando, porém no

intervalo considerado normal para a espécie. Segundo THRALL

(2007)

a

creatinocinase (CK) é uma enzima de extravasamento e sua elevacdo no soro

sanguineo é considerada indicador de lesao muscular. Outros pesquisadores relatam
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diversos fatores que induzem a elevagdao desta enzima no soro sanguineo de
animais, dentre os quais se destacam esfor¢o fisico, traumatismo durante o
transporte, injecdo intramuscular e decubito prolongado (MORAIS et al., 2000;
TADICH et al., 2000; BIRGEL JUNIOR et al., 2003; SOUZA et al., 2008). E provavel
gue o aumento verificado nesse estudo se deva ao comportamento mais reativo dos
bovinos de ragas Nelore, exercendo maior esforco muscular no momento da coleta
das amostras de sangue.

Quanto aos teores séricos de creatinina, os maiores valores foram registrados
também nos animais da raca Nelore. Embora tenha sido observada diferencas
estatisticas entre as racas, os valores médios se mantiveram nos limites normais
estabelecidos por KANEKO et al. (2008). Os teores normais deste metabdlito no soro
dos bovinos indicam que o aumento constatado nos animais da raga Nelore pode
estar associado, provavelmente, a maior massa muscular dos animais dessa raca,
visto que a concentragdo sérica de creatinina de um individuo relaciona-se ao
volume de massa muscular sendo, portanto, maior nos animais musculosos ou bem-
condicionados (THRALL, 2007).

Notou-se a influéncia dos fatores raciais nos valores de bilirrubina total e
bilirrubina indireta, sendo maiores em bovinos da raca Nelore do que naqueles
mesticos Girolando. Os valores foram semelhantes aos descritos por MEYER et al.
(1992) e KANEKO et al. (2008) em bovinos. Todavia, foram menores quando
comparados com aqueles relatados por BARROS FILHOS (1995), em fémeas
bovinas da raca Nelore, e por SOUZA (1997), em bovinos da raga Girolanda. Pode-
se afirmar que a variacdo observada no teor sérico de bilirrubina total foi em
decorréncia da maior concentracao de bilirubina indireta dos animais da racas
Nelore. Apesar da variacado, os resultados situaram-se na faixa de varicdo normal
para a espécie.

Constataram-se, ainda, variacées na concentracdo sérica de calcio ionizado
em funcao da raca. Os animais da raca mestica Girolanda apresentaram valores
significativamente maiores do que os Nelore. Levando em consideracao os iniUmeros
fatores causadores da variabilidade fisiolégica dos valores bioquimicos do soro
sanguineo dos bovinos, pode-se inferir que a diferenca nos teores de calcio ionizado
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entre as fémeas bovinas esta relacionada a influéncia de fatores ligados a raca ou
grau de mesticagem. Esta verificagdo é concordante com os resultados relatados por
SOUZA (1997), que avaliaram o perfil bioguimico de bovinos das racas Gir,
Holandesa e Girolanda criados no Estado de Sao Paulo e constataram diferenca da
calcemia que poderia ser atribuida a influéncia de fatores raciais.

A influéncia dos fatores raciais nos parametros bioquimicos séricos de bovinos
relatados por autores brasileiros (SOUZA, 1997; NICOLETTI et al., 1981) também foi
observada nesta pesquisa, pois notaram-se diferencas nas atividades séricas de
creatinocinase e nos teores séricos de creatinina, bilirrubina total, bilirrubina indireta

e de calcio ionizado entre as racas Nelore e mestigos Girolando.

5.1.1.2 Proteinograma sérico

Os valores médios e desvios padrao da concentracao sérica de proteina total
(PT) e albumina, de vacas do grupo das racas Nelore e mesticas Girolanda,
encontram-se na Tabela 2. Observou-se que os teores séricos de proteina total e
alboumina obtidos por meio de espectrofotometria, ndo foram significativamente
diferentes entre as ragas estudadas. Esses achados estdo em concordancia com os
referidos por FAGLIARI et al. (1998), para vacas adultas e estdo em discordancia
com os resultados apresentados por SOUZA (1997) por ter encontrado influéncia dos
fatores raciais nos teores séricos de proteina total e albumina em vacas adultas. De
maneira geral, os valores médios determinados se mantiveram dentro dos limites
considerados normais para a espécie (KANEKO et al., 2008; GONZALEZ et al.,
2000).
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Tabela 2. Médias e desvio padrdao das concentragbes séricas de proteina total (g/dL)
e albumina (g/dL) de vacas sadias das racas Nelore e mesticas Girolanda,
criadas na regiao Centro-Oeste do Estado do Maranhao.

Parametros Racas
Nelore (n= 120) Girolanda (n= 120)
Proteina total 7,7011,24A 7,79+1,00A
Albumina 2,52+0,51A 2,42+0,44A

Valores seguidos de letras mailsculas iguais na mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

No tracado densitométrico obtido pela técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida, contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), foi possivel detectar
23 e 24 fracdoes protéicas para as racas Nelore e mesticas Girolanda,
respectivamente (Figura 5 e 6), com pesos moleculares de 17 Kilodaltons (kDa) a
239 kDa.
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Figura 5. Tracado densitométrico das fracdes protéicas do soro sanguineo de vacas sadias
da raga mestica Girolanda, criadas na regiao Centro-Oeste do Estado do Maranhéo.
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Figura 6. Tracado densitométrico das fracdes protéicas do soro sanguineo de vacas sadias
da raga Nelore, criadas na regiao Centro-Oeste do Estado do Maranh&o.

O uso de SDS-PAGE neste trabalho foi considerado util, tendo em vista que
proteinogramas obtidos em gel de agarose e em fitas de acetato de celulose
(FAGLIARI et al., 1998; BORGES et al., 2001), rotineiramente utilizados em medicina
veterinaria, permitem a deteccao de apenas cinco a sete grupos de proteinas. Neste
experimento, identificou-se grande numero de proteinas especificas, principalmente
proteinas de fase aguda como ceruloplasmina, aj-antitripsina, transferrina,
haptoglobina e glicoproteina acida (GRUYS et al., 1994; FAGLIARI et al., 2007), bem
como lgG, que permite avaliar a resposta imune e auxilia no diagnostico de diversos
quadros clinicopatolégicos (FAGLIARI & SILVA, 2002; FAGLIARI et al., 2003;
FAGLIARI et al., 2006; FERNANDEZ et al., 2006).

Dentre as proteinas identificadas nesta pesquisa, destacam-se nove, cujas
concentragdes foram submetidas a andlise estatistica, devido a sua importancia
diagnéstica, sendo as demais identificadas pelos respectivos pesos moleculares
(Apéndices A e B).

As concentracbes séricas das fracdes proteicas nominalmente identificadas
por SDS-PAGE encontram-se na Tabela 3. Dentre elas, destacam-se as proteinas de
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fase aguda ceruloplasmina, transferrina, albumina, haptoglobina e ai-glicoproteina
acida, bem como as imunoglobulinas IgA, IgG de cadeia pesada e IgG de cadeia
leve e a proteina ndo identificada nominalmente de 23.000 Da. Com excegao da
albumina, as demais fracdes protéicas nao sofreram influéncia dos fatores raciais. A
maioria destas proteinas de fase aguda sao glicoproteinas sintetizadas pelos
hepatécitos como consequéncia de injurias, traumatismos ou infeccbes teciduais
(BAUMANN & GAULDIE, 1994).

A despeito de diferengas significativas observadas entre as racas na
concentracdo sérica de albumina, pode-se inferir que possiveis diferencas estao
relacionadas a metodologia empregada, pois o0s resultados desta pesquisa
evidenciaram que os teores séricos dessa fracdo protéica obtidos pelo método
colorimétrico ndo sofreram influéncias raciais. SOUZA et al. (2004) afirmaram ser a
técnica do verde bromocresol mais fidedigna para a determinacdao da quantidade de

albumina presente no soro dos animais.

Tabela 3. Médias e desvios padrdao das concentracdes séricas das fracdes proteicas
obtidas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), de vacas sadias
das racas Nelore e mesticas Girolanda, criadas na regido Centro-Oeste do

Estado do Maranhéao.

Proteinas (mg/dL) Racas
Nelore (n= 15) Girolanda (n= 15)

IgA 1911£67,1A 228+86,5A
Ceruloplasmina 29,2+15,6A 38,6+15,8A
Transferrina 96,0+37,0A 78,62+42,8A
Albumina 4.602+454A 3.754+1.318B
lgG cadeia pesada 1.225+234A 1.585+973A
Haptoglobina 16,4+17,8A 14,6122, 7A
a¢-glicoproteina acida 15,6+16,6A 16,3x11,7A
lgG cadeia leve 763+192A 829+333A

PM=23.000Da 361+125A 436+209A

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05)
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5.1.2 Experimento 2

5.1.2.1 Enzimas

Os valores médios e desvios padrao da atividade sérica da enzima aspartato
aminotransferase (AST) de vacas das racas Nelore e mesticas Girolanda encontram-
se na Tabela 4 e na Figura 7.

Tabela 4. Médias e desvios padrao da atividade sérica da enzima aspartato
aminotransferase (U/L) de vacas das racas Nelore e mesticas Girolanda,
criadas na regido Centro-Oeste do Estado do Maranhao, distribuidas
segundo o0s grupos controle, sororreagentes para brucelose e
sororreagentes para leptospirose.

Grupos Racas
Nelore (n=25) Girolanda (n=25)
Controle 66,8+23,0Aa 71,5t£15,6Aa
Brucelose 51,9+14,5Ba 56,6+12,1Ba

Leptospirose 56,31+17,4Aa 53,3+12,4Ba

Valores seguidos de letras mailsculas iguais na mesma coluna e minisculas na mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 7. Representacgao gréafica dos valores médios e desvios padrdo da atividade sérica de
aspartato aminotransferase (AST) de vacas das racas Nelore e mesticas Girolanda,

criadas na regido Centro-Oeste do Estado do Maranhéo, distribuidas segundo os
grupos controle, sororreagentes para brucelose e sororreagentes para leptospirose.

*Significativamente diferente dos valores de vacas das ragas Nelore e mesti¢as Girolanda do grupo controle pelo teste de Tukey
(p<0,05).

Notou-se que a concentracao sérica de AST diferiu significativamente entre os
animais da raca Nelore do grupo controle e do grupo brucelose, mostrando uma
reducdo na concentracdo de AST nos animais sororreagentes a brucelose.
Constatou-se também uma diminuicdo significativa nos valores médios de AST nas
vacas mesticas Girolanda dos grupos sororreagentes a brucelose e a leptospirose.
De maneira geral, foi verificado, em todos os grupos sororreagentes, redugdes na
concentragdo de AST, sendo o menor valor médio observado nos animais da raca
Nelore do grupo brucelose.

Estes resultados permitem considerar que nao houve lesdo hepatocelular e
muscular em grau suficiente para provocar elevacao da atividade sérica de AST nos
animais sororreagentes para brucelose e leptospirose. A existéncia de diversos
fatores causadores de variabilidade fisiolégica na atividade desta enzima no soro de
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bovinos, tais como sistema de criagao, alimentacao, gestacao e lactacdo, nao podem
ser descartadas.

Os valores médios e desvios padrao da atividade sérica da enzima fosfatase
alcalina (ALP) nao evidenciaram diferencas significativas entre os grupos
experimentais (Tabela 5). Os animais de todos os grupos avaliados apresentaram
menor atividade da enzima ALP em relagdao aos animais do grupo controle, sendo os
menores valores observados nas vacas do grupo brucelose para as duas racas
avaliadas. De maneira geral a atividade desta enzima se manteve abaixo do limite
superior de normalidade para bovinos (170U/L) relatado por KANEKO et al. (2008)
indicando, portanto, auséncia de influéncia direta ou indireta das infecgbes no
parénquima hepatico dos animais.

Tabela 5. Médias e desvios-padrao da atividade sérica da enzima fosfatase alcalina
(U/L) de vacas das racas Nelore e mesticas Girolanda, criadas na regiao
Centro-Oeste do Estado do Maranhao, distribuidas segundo os grupos
controle, sororreagentes para brucelose e sororreagentes para leptospirose.

Grupos Racas
Nelore (n= 25) Girolanda (n= 25)
Controle 106+46,0Aa 93,6+40,0Aa
Brucelose 72,4151,1Aa 73,3148,5Aa
Leptospirose 95,6+60,1Aa 79,1441 9Aa

Valores seguidos de letras mailsculas iguais na mesma coluna e minisculas na mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Quanto as atividades séricas das enzimas gamaglutamiltransferase (GGT) e
creatinocinase (CK) (Tabelas 6 e 7, respectivamente), ndo foram observadas
diferencas significativas nos valores médios entre 0s grupos para as racas
estudadas. Todos os grupos avaliados apresentaram diminuicdo das atividades das
enzimas GGT e CK em relacao ao grupo controle. Os maiores valores das atividades
enzimaticas foram constatados nos animais da raca Nelore do grupo leptospirose. De
modo geral, os comportamentos de GGT e CK nos grupos experimentais estdo de

acordo com os valores estabelecidos por KANEKO et al. (2008) para a espécie
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bovina. As variacdes na atividade enzimatica de GGT, a semelhanca de ALP, sugere
a auséncia de lesdo hepatobiliar nos bovinos analisados.

Tabela 6. Meédias e desvios padrdao da atividade sérica da enzima
gamaglutamiltransferase (U/L) de vacas das racas Nelore e mesticas
Girolanda, criadas na regidao Centro-Oeste do Estado do Maranhéo,
distribuidas segundo os grupos controle, sororreagentes para brucelose e
sororreagentes para leptospirose.

Grupos Racas
Nelore (n= 25) Girolanda (n= 25)
Controle 22,01£9,75Aa 23,2+7,97Aa
Brucelose 21,916,23Aa 19,816,46Aa
Leptospirose 22,418, 31Aa 20,1+7,29Aa

Valores seguidos de letras mailsculas iguais na mesma coluna e minisculas na mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Tabela 7. Médias e desvios padrao da atividade sérica da creatinocinase (U/L) de
vacas das ragas Nelore e mesticas Girolanda, criadas na Regidao Centro-
Oeste do Estado do Maranhdo, distribuidas segundo os grupos controle,
sororreagentes para brucelose e sororreagentes para leptospirose.

Grupos Racas
Nelore (n= 25) Girolanda (n= 25)
Controle 123160,1Aa 73,9+25,2Ab
Brucelose 85,7+58,8Aa 70,6+34,6Aa

Leptospirose 92,4+60,8Aa 64,0+33,5Aa

Valores seguidos de letras mailsculas iguais na mesma coluna e mindsculas na mesma linha néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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5.1.2.2 Metabolitos

Na Tabela 8 e na Figura 8, sdo apresentadas as médias e desvios-padrao da
concentracdo sérica de uréia das racas Nelore e mesticas Girolanda, segundo os
grupos experimentais.

Notou-se que a concentracdo sérica de ureia da raga Nelore do grupo
leptospirose apresentou menor valor médio, que diferiu significativamente dos
valores registrados nos demais grupos experimentais (controle/brucelose). Também
foi verificada uma diminuigéo significativa na concentragéo sérica de ureia nas vacas
mesticas Girolanda do grupo leptospirose em relagdo ao grupo controle. Constatou-
se, ainda, que os teores séricos de ureia das vacas mesticas Girolanda do grupo
brucelose nao apresentaram diferencgas significativas, quando comparadas com as
dos grupos controle para a mesma raca. Também foram notadas diferencas
estatisticas nos valores médios de ureia no grupo leptospirose entre as racas
estudadas, diferente dos demais grupos experimentais, 0s quais nao apresentaram
diferencas estatisticas entre as duas racas.

De maneira geral, os valores médios de uréia se mantiveram abaixo do limite
superior considerado normal para a espécie (KANEKO et al., 2008). A reducao nos
valores médios dos animais do grupo leptospirose € indicio de que a infecgdo por
Leptospira provavelmente interferiu na funcéao hepatica.

Tabela 8. Médias e desvios padrdo da concentragdo sérica de ureia de vacas das
racas Nelore e mestigas Girolanda, criadas na regiao Centro-Oeste do
Estado do Maranhdo, distribuidas segundo o0s grupos controle,
sororreagentes para brucelose e sororreagentes para leptospirose.

Grupos Racas
Nelore (n= 25) Girolanda (n= 25)
Controle 20,11£8,29Aa 22,219,49Aa
Brucelose 20,51+5,08Aa 18,8+13,0ABa

Leptospirose 15,244, 99Ba 12,0+4,39Bb

Valores seguidos de letras mailsculas iguais na mesma coluna e minisculas na mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 8. Representacdo gréfica dos valores médios e desvios-padréao da concentragao
sérica de ureia (mg/dL) de vacas das racas Nelore e mesticas Girolanda, criadas na
regido Centro-Oeste do Estado do Maranhao, distribuidas segundo os grupos
controle, sororreagentes para brucelose e sororreagentes para leptospirose.

*Significativamente diferente dos valores médios de vacas das ragas Nelore e Girolanda do grupo controle pelo teste de Tukey
(p<0,05).
Os valores médios e os desvios padrao das concentragdes séricas de
creatinina de vacas das ragas Nelore e mestigas Girolanda dos grupos experimentais
estdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9. Médias e desvios padrdo da concentragdo sérica de creatinina (mg/dL)de
vacas das racas Nelore e mesticas Girolanda, criadas na regiao Centro-
Oeste do Estado do Maranhdo, distribuidas segundo os grupos controle,
sororreagentes para brucelose e sororreagentes para leptospirose.

Grupos Racas
Nelore (n= 25) Girolanda (n= 25)
Controle 1,72+0,36Aa 1,60+0,34Aa
Brucelose 1,48+0,40Aa 1,54+0,25Aa
Leptospirose 1,55+0,36Aa 1,45+0,33Aa

Valores seguidos de letras mailsculas iguais na mesma coluna e minisculas na mesma linha néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05)

Nao foi constatada diferenca significativa na concentracdo de creatinina entre
as racas avaliadas dentro dos grupos e entre os grupos. Os animais do grupo
controle apresentaram os maiores valores médios desse componente, quando
comparados com 0s demais grupos experimentais.

De maneira geral, verificaram-se discretas variagdes na concentracao sérica
de creatinina entre os grupos. Os teores normais deste metabdlito no soro dos
bovinos indicam que as enfermidades bacterianas ndo produziram lesao renal em
grau suficiente para alterar a sua excrecéo, visto que a creatinina constitui indicativo
da funcdo renal, sendo apenas filtrada, e ndo reabsorvida, pelos rins. Ademais,
geralmente considera-se necessaria reducao de 75%, ou mais, na taxa de filtracao
glomerular para se detectar aumento significativo na concentracdo sérica deste
catabdlito (THRALL, 2007). Entretanto, apesar das variacbes os resultados se
mantiveram na faixa de normalidade para a espécie.

As Tabelas 10, 11 e 12 apresentam as concentragdes séricas de bilirrubina
total (BT), bilirrubina indireta (Bl) e de bilirrubina direta (BD). Quanto a concentragcao
sérica de bilirrubina total e bilirrubina indireta, ndo foram constatadas diferencas
significativas entre os grupos e dentro dos grupos para todas as ragas estudadas
(Tabela 10 e 11). Apesar de nao terem sido encontradas diferengas significativas
entre os grupos experimentais observaram-se aumento dos valores médios de
bilirrubina total e bilirrubina indireta nas vacas mesticas Girolanda dos grupos

sororreagentes para brucelose e para leptospirose em relacdo ao grupo controle.
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Tabela 10. Médias e desvios padrao da concentracao sérica de bilirrubina total
(mg/dL) de vacas das racas Nelore e mesticas Girolanda, criadas na regiao
Centro-Oeste do Estado do Maranh&o, distribuidas segundo os grupos
controle, sororreagentes para brucelose e sororreagentes para leptospirose.

Grupos Racas
Nelore (n= 25) Girolanda (n= 25)
Controle 0,27+0,11Aa 0,22+0,09Aa
Brucelose 0,25+0,09Aa 0,25+0,10Aa
Leptospirose 0,27+0,12Aa 0,26%0,09Aa

Valores seguidos de letras mailsculas iguais na mesma coluna e minisculas na mesma linha néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05)

Tabela 11. Médias e desvios padrdo da concentracdo sérica de bilirrubina indireta
(mg/dL) de vacas das racas Nelore e mestigas Girolanda, criadas na regido
Centro-Oeste do Estado do Maranhao, distribuidas segundo os grupos
controle, sororreagentes para brucelose e sororreagentes para leptospirose.

Grupos Racas
Nelore (n= 25) Girolanda (n= 25)
Controle 0,19 £0,11Aa 0,13 £ 0,08Aa
Brucelose 0,16 £ 0,08Aa 0,15+ 0,10Aa
Leptospirose 0,14 +0,11Aa 0,17 £ 0,07Aa

Valores seguidos de letras mailsculas iguais na mesma coluna e minisculas na mesma linha néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05)

Tabela 12. Médias e desvios padrao da concentracdo sérica de bilirrubina direta
(mg/dL) de vacas das racas Nelore e mestigas Girolanda, criadas na regido
Centro-Oeste do Estado do Maranhao, distribuidas segundo os grupos
controle, sororreagentes para brucelose e sororreagentes para leptospirose.

Grupos Racas
Nelore (n= 25) Girolanda (n= 25)
Controle 0,08+0,04Aa 0,0910,43Aa
Brucelose 0,09+0,04Aa 0,1+0,05Aa
Leptospirose 0,13+0,06Ba 0,10+0,05Aa

Valores seguidos de letras mailsculas iguais na mesma coluna e minisculas na mesma linha néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05)
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Figura 9. Representacdo grafica dos valores médios e desvios padrao da concentragao
sérica de bilirrubina direta (mg/dL) de vacas das ragas Nelore e mestigas Girolanda,
criadas na regiao Centro-Oeste do Estado do Maranhao, distribuidas segundo os
grupos controle, sororreagentes para brucelose e sororreagentes para leptospirose.

*Significativamente diferente dos valores médios de vacas das ragas Nelore do grupo controle pelo teste de Tukey (p<0,05).

Com relagédo a concentragao sérica de bilirrubina direta, a Tabela 12 e Figura
9 evidenciam que os valores séricos de bilirrubina direta de vacas da raga Nelore do
grupo leptospirose foram estatisticamente superiores aos demais grupos
experimentais para a mesma raga. Entre as vacas da raca mesticas Girolanda, a
concentragdo sérica de bilirrubina direta nao diferiu significativamente entre os
grupos avaliados. Os resultados obtidos para as duas ragas, quando comparados
dentro do mesmo grupo, ndo demonstraram diferencas estatisticamente

significativas.
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Os resultados obtidos para bilirrubina reforcam a afirmacao anterior de que as
infecgdes bacterianas nao interferiram na fungcéo hepatobiliar ou a lesdo hepatica nao
foi suficiente para provocar hiperbilirrubinemia. Segundo THRALL, (2007) as
hiperbilirrubinemias relevantes em ruminantes sdo decorrentes de hemolise. E
possivel assegurar que ndo houve hemdlise intra ou extravascular ao ponto de
ocasionar hiperbilirrubinemia nos animais infectados. Notou-se, ainda, que os
resultados foram menores quando comparados com aqueles relatados por MEYER
et al. (1992) e BARROS FILHO et al. (1994); no entanto, apesar das variacbes 0s
resultados situam-se na faixa de normalidade para a espécie.

A avaliacdo dos resultados apresentados na Tabela 13 e na Figura 10
mostrou que a concentracdo sérica de triglicérides de vacas da raca Nelore
apresentou variacdes entre 0s grupos experimentais, com aumento significativo nos
valores médios do grupo brucelose, ao contrario dos resultados obtidos para as
vacas mesticas Girolanda, que apesar de apresentarem diminui¢cdo na concentracao
sérica de triglicérides nos grupos brucelose e leptospirose, ndo foi constatado
diferencas significativas entre os grupos experimentais. Constatou-se, ainda, que,
entre as racas, os teores séricos de triglicérides apresentaram diferencas estatisticas
dentro do grupo sororreagente a brucelose. De acordo com THRALL, (2007), o
aumento na concentracao de triglicérides pode advir de doencas infecciosas e
inflamatodrias que provocam disfungées metabodlicas secundarias. Nao se descartam
outros fatores intervenientes, ndo avaliados neste experimento, tais como o0s
nutricionais e as condi¢cdes de estresse. Os teores séricos de triglicérides foram
superiores aos considerados adequados para bovinos sadios citados por KANEKO et
al. (2008).
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Tabela 13. Médias e desvios padrdao da concentracao sérica de triglicérides (mg/dL)
de vacas das racas Nelore e mesticas Girolanda, criadas na regiao Centro-
Oeste do Estado do Maranhéo, distribuidas segundo os grupos controle,
sororreagentes para brucelose e sororreagentes para leptospirose.

Grupos Racas

Nelore (n= 25) Girolanda (n= 25)
Controle 23,9x7,81Aa 25,015,73Aa
Brucelose 29,8+8,68Ba 21,917,04Ab
Leptospirose 25,8+7,14ABa 23,3+8,31Aa

Valores seguidos de letras mailsculas iguais na mesma coluna e minGsculas na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05)
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Figura 10. Representagéo grafica dos valores médios e desvios padrdo da concentragao
sérica de triglicérides (mg/dL) de vacas das ragas Nelore e mesticas Girolanda,
criadas na regiao Centro-Oeste do Estado do Maranhéo, distribuidas segundo os
grupos controle, sororreagentes para brucelose e sororreagentes para
leptospirose.

*Significativamente diferente dos valores médios de vacas da raga Nelore do grupo controle pelo teste de Tukey (p<0,05).
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A concentracdo sérica de colesterol de vacas da raca Nelore (Tabela 14 e
Figura 11) ndo apresentou diferencas significativas entre os grupos experimentais.
Entretanto, para as vacas mesticas Girolanda notou-se que a concentragdo de
colesterol apresentou diferenca estatistica entre os dois grupos sororreagentes, com
um aumento significativo nos animais do grupo leptospirose. Verificou-se, ainda, que,
entre as racas, os teores séricos de colesterol ndo apresentaram diferencas
estatisticas dentro dos grupos experimentais. Embora os resultados tenham
mostrado alteracdes significativas nos animais mesticos Girolando dos grupos
sororreagentes, os valores de colesterol permaneceram na faixa de normalidade
para a espécie bovina (SMITH, 2009; KANEKO et al., 2008).

Tabela 14. Médias e desvios padrdao da concentracdo sérica de colesterol (mg/dL) de
vacas das racas Nelore e mesticas Girolanda, criadas na regiao Centro-
Oeste do Estado do Maranhao, distribuidas segundo os grupos controle,
sororreagentes para brucelose e sororreagentes para leptospirose.

Grupos Racas
Nelore (n= 25) Girolanda (n= 25)
Controle 138134,8Aa 144143,8ABa
Brucelose 113+38,2Aa 118+20,8Ba

Leptospirose 137+37,2Aa 1521+58,2Aa

Valores seguidos de letras maiUsculas iguais na mesma coluna e mindsculas na mesma linha néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 11. Representagdo grafica dos valores médios e desvios padrdao da concentragao
sérica de colesterol (mg/dL) de vacas das ragas Nelore e mesticas Girolanda,
criadas na regiao Centro-Oeste do Estado do Maranhéo, distribuidas segundo os

grupos controle, sororreagentes para brucelose e sororreagentes para
leptospirose.

*Significativamente diferente dos valores médios de vacas da raga Girolanda do grupo brucelose pelo teste de Tukey (p<0,05).

5.1.2.3 Minerais

Os valores médios das concentracdes de calcio total, célcio ionizado, fésforo,
magnésio, sbdio, potassio de vacas das racas Nelore e mesticas Girolanda estao
apresentados nas Tabelas 15 a 20.

Nao foram verificadas diferencas estatisticas nas concentracdes de calcio total
entre os grupos de animais avaliados (Tabela 15). Os teores séricos de calcio nos
animais da raca Nelore sororreativos apresentaram aumento em relagdo ao grupo
controle, enquanto nas vacas mesticas Girolanda foi notada reducao nos teores de
calcio em relacdo ao grupo controle. Nos animais sororreagentes a brucelose
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observaram-se diferencas estatisticas entre as duas racas avaliadas. Notaram-se
que mesmo havendo discretas variagcbes nos teores séricos de calcio entre os
grupos experimentais; ainda assim, permaneceram nos limites normais para a
espécie bovina. Tais resultados assemelham-se aos obtidos por BIRGEL et al.
(1991) e FAGLIARI et al. (1998), em fémeas bovinas das raca Jersey e Nelore,
respectivamente.

Tabela 15. Médias e desvios padrao da concentracdo sérica de calcio total (mg/dL)
de vacas das racas Nelore e mesticas Girolanda, criadas na regiao Centro-
Oeste do Estado do Maranhéo, distribuidas segundo os grupos controle,
sororreagentes para brucelose e sororreagentes para leptospirose.

Grupos Racas
Nelore (n= 25) Girolanda (n= 25)
Controle 9,11+1,19Aa 8,92+0,94Aa
Brucelose 9,90+1,77Aa 8,86+1,51Ab
Leptospirose 9,55+1,63Aa 8,84+1,69Aa

Valores seguidos de letras maiUsculas iguais na mesma coluna e mindsculas na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Notaram-se variacoes estatisticamente significantes entre os animais da raca
Nelore do grupo controle com os sororreagentes a brucelose quanto a concentracao

de calcio ionizado (Tabela 16 e Figura 12).
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Tabela 16. Médias e desvios padrao da concentragcdo sérica de calcio ionizado
(mMol/L) de vacas das racas Nelore e mesticas Girolanda, criadas na
regido Centro-Oeste do Estado do Maranhao, distribuidas segundo os
grupos controle, sororreagentes para brucelose e sororreagentes para
leptospirose.

Grupos Racas
Nelore (n= 25) Girolanda (n= 25)
Controle 0,7310,13Aa 0,72+0,18Aa
Brucelose 0,63+0,10Ba 0,6910,14Aa
Leptospirose 0,70+0,14ABa 0,70£0,14Aa

Valores seguidos de letras mailsculas iguais na mesma coluna e minGsculas na mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

1 - H Nelore

0,9 - 0,73 0.72 07 B Girolanda

0,7 -

0,6 -

0,3 A

Célcio ionizado (mMol/L)

0,2 -

Controle Brucelose Leptospirose

Grupos experimentais

Figura 12. Representagéo grafica dos valores médios e desvios padrédo da concentracao
sérica de calcio ionizadol (mMol/L) de vacas das ragcas Nelore e mesticas
Girolanda, criadas na regiao Centro-Oeste do Estado do Maranhao, distribuidas
segundo os grupos controle, sororreagentes para brucelose e sororreagentes para
leptospirose.

*Significativamente diferente dos valores médios de vacas da raga Nelore do grupo controle pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Verificou-se diminuicdo da concentracdo de calcio ionizado nos animais do
grupo brucelose; por outro lado, ndo foram constatadas variacdes significativas nos
animais da raca mestica Girolanda entre os grupos experimentais. Também nao
foram observadas diferencas significativas da concentragéo de célcio ionizado entre
as racas bovinas dentro dos grupos experimentais. E possivel que a reducdo nos
teores séricos de calcio ionizado nos bovinos sororreagentes a brucelose seja em
decorréncia da menor concentragdo sérica de albumina. De acordo com THRALL
(2007), varios fatores podem influenciar a concentragdo de calcio ionizado, dentre
eles a idade e os fatores nutricionais.

Quanto a concentragédo sérica de fésforo, verificou-se diferenca significativa
entre os animais da raca Nelore do grupo controle e os sororreagentes a leptospirose
(Tabela 17 e Figura 13). Os valores médios apresentados pelas vacas mesticas
Girolanda nao diferiram entre os grupos estudados. Também, ndo foram constatadas
diferencas estatisticas da concentracdo de fosforo entre os animais das racas
estudadas dentro dos grupos experimentais. Embora os resultados tenham mostrado
maior concentracdo sérica de fésforo nos animais sororreagentes a leptospirose, 0s
valores médios permaneceram na faixa de normalidade para a espécie bovina
(KANEKO et al., 2008), ndo sendo detectadas alteracées que evidenciassem uma
disfuncao renal. Nao se pode descartar a possibilidade da influéncia de outros
fatores, tais como taxa de crescimento dos animais, absor¢do intestinal e
mobilizacdo éssea (THOMPSON & CAMPABADAL, 1978; KINCAID, 1988; HORST
et al., 1994).
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Tabela 17. Médias e desvios padréo da concentragédo sérica de fosforo (mg/dL) de
vacas das racas Nelore e mesticas Girolanda, criadas na regiao Centro-
Oeste do Estado do Maranhéo, distribuidas segundo os grupos controle,
sororreagentes para brucelose e sororreagentes para leptospirose.

Grupos Racas
Nelore (n= 25) Girolanda (n= 25)
Controle 5,08+1,6Aa 5,62+0,85Aa
Brucelose 4,88+1,35Aa 5,53+1,88Aa
Leptospirose 5,97+1,39Ba 5,43+1,67Aa

Valores seguidos de letras mailsculas iguais ha mesma coluna e minisculas na mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

8 -
5,53 597+ o Nelore

5,43

M Girolanda

Fosforo (mg/dL)
N

Controle Brucelose Leptospirose

Grupos experimentais

Figura 13. Representagéo grafica dos valores médios e desvios padrédo da concentracao
sérica de fosforo (mg/dL) de vacas das racas Nelore e mesticas Girolanda, criadas
na regidao Centro-Oeste do Estado do Maranhao, distribuidas segundo os grupos
controle, sororreagentes para brucelose e sororreagentes para leptospirose.

*Significativamente diferente dos valores médios de vacas da raga Nelore do grupo controle pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Os valores obtidos para as concentracdes séricas de magnésio, sodio e
potassio de vacas das racas Nelore e mesticas Girolanda estdo apresentados nas
Tabelas 18, 19 e 20, respectivamente. Notou-se que os valores médios de magnésio,
sédio e potassio dos animais avaliados nao diferiram significativamente entre os
grupos experimentais. Por outro lado, evidenciaram-se diferencas nos valores
médios da concentracdo de potassio entre os animais do grupo controle de ambas as
racas, com valores maiores para animais da raca Girolanda. De maneira geral, os
teores séricos de magnésio, sodio e potassio apresentaram variacdes dentro dos
limites fisiolégicos considerados normais para a espécie bovina. Achados
semelhantes foram relatados por SMITH (2009) e THRALL (2007).

Tabela 18. Médias e desvios padrdo da concentragdo sérica de magnésio (mg/dL) de
vacas das racas Nelore e mesticas Girolanda, criadas na regiao Centro-
Oeste do Estado do Maranhéo, distribuidas segundo os grupos controle,
sororreagentes para brucelose e sororreagentes para leptospirose.

Grupos Racas
Nelore (n= 25) Girolanda (n= 25)
Controle 2,3810,45Aa 2,60£0,41Aa
Brucelose 2,38+0,90Aa 2,3810,39Aa
Leptospirose 2,42+0,40Aa 2,47+0,45Aa

Valores seguidos de letras mailsculas iguais na mesma coluna e minisculas na mesma linha néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05)

Tabela 19. Médias e desvios padrao da concentracdo sérica de sddio de vacas das
racas Nelore e mesticas Girolanda, criadas na regiao Centro-Oeste do
Estado do Maranhdo, distribuidas segundo o0s grupos controle,
sororreagentes para brucelose e sororreagentes para leptospirose.

Grupos Racas
Nelore (n= 25) Girolanda (n= 25)
Controle 13915,13Aa 137+4,30Aa
Brucelose 135+12,2Aa 13814,20Aa

Leptospirose 138+8,32Aa 134+11,16Aa

Valores seguidos de letras mailsculas iguais na mesma coluna e minisculas na mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Tabela 20. Médias e desvios padrao da concentragao sérica de potassio (mMol/L) de
vacas das racas Nelore e mesticas Girolanda, criadas na regiao Centro-
Oeste do Estado do Maranhao, distribuidas segundo os grupos controle,
sororreagentes para brucelose e sororreagentes para leptospirose.

Grupos Racas
Nelore (n= 25) Girolanda (n= 25)
Controle 5,63+1,03Aa 6,51+1,73Ab
Brucelose 5,40+1,74Aa 6,35+2,02Aa
Leptospirose 6,291+2,00Aa 5,78+1,42Aa

Valores seguidos de letras maiUsculas iguais na mesma coluna e mindsculas na mesma linha néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

5.1.2.4 Proteinograma sérico

Nao se constatou diferenca significativa entre as médias das concentracdes
séricas de proteina total entre os grupos experimentais estudados (Tabela 21).
Entretanto, observaram-se diferencas significativas entre as racas do grupo
sororreagente a brucelose, sendo superior 0 valor médio apresentado pelos animais
da raca mestica Girolanda. Os teores séricos de proteina total apresentaram
variagbes dentro dos limites considerados normais para a espécie bovina.
Observacoes semelhantes foram verificadas por OTTO et al. (1992) e CANAVESSI

(1997) em bovinos.

Tabela 21. Médias e desvios padrdo da concentracdo sérica de proteina total (g/dL)
de vacas das racas Nelore e mesticas Girolanda, criadas na regiao Centro-
Oeste do Estado do Maranhéo, distribuidas segundo os grupos controle,
sororreagentes para brucelose e sororreagentes para leptospirose.

Grupos Racas
Nelore (n= 25) Girolanda (n= 25)
Controle 7,82+0,65Aa 7,90+0,66Aa
Brucelose 7,64+0,96Aa 8,17+0,83Ab

Leptospirose 7,85+0,96Aa 7,65+0,95Aa

Valores seguidos de letras maiUsculas iguais na mesma coluna e mindsculas na mesma linha néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Com relagdo a concentragdo sérica de albumina, foram notados maiores
valores médios nos animais do grupo controle (Tabela 22 e Figura 14). Nas vacas da
raca Nelore, os valores médios ndo apresentaram diferencas significativas entre os
grupos experimentais. Porém, notou-se que os valores médios de albumina nos
animais da raca mestica Girolanda do grupo leptospirose foram significativamente
diferentes, quando comparados com os valores dos animais da mesma raca do
grupo controle. Verificou-se, ainda, que os valores de albumina foram
significativamente diferentes entre as ragas do grupo sororreagente a leptospirose. A
menor concentracdo de albumina nos animais da raga girolanda do grupo
leptospirose deveu-se, possivelmente, ao fato de a albumina ser uma proteina de
fase aguda PFA negativa, cuja concentracdo se reduz gradualmente e de forma

mais evidente em processos inflamatorios e infecciosos cronicos.

Tabela 22. Médias e desvios padrdo da concentragdo sérica de albumina (g/dL) de
vacas das racas Nelore e mesticas Girolanda criadas na regiao Centro-
Oeste do Estado do Maranhéo, distribuidas segundo os grupos controle,
sororreagentes para brucelose e sororreagentes para leptospirose.

Grupos Racas
Nelore (n= 25) Girolanda (n= 25)
Controle 2,7510,40Aa 2,5510,37Aa
Brucelose 2,5110,36Aa 2,43+0,31ABa

Leptospirose 2,63+0,55Aa 2,24+0,38Bb

Médias seguidas de letras minUsculas iguais na mesma linha e mailscula na mesma coluna néo diferem entre si (p>0,05) pelo teste de Tukey.
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Figura 14. Representacao grafica dos valores médios e desvios padrao da concentragao
sérica de albumina (g/dL) de vacas das racas Nelore e mesticas Girolanda, criadas
na regidao Centro-Oeste do Estado do Maranhao, distribuidas segundo os grupos
controle, sororreagentes para brucelose e sororreagentes para leptospirose.

*Significativamente diferente dos valores médios de vacas da raga Girolanda do grupo controle pelo teste de Tukey (p<0,05).

No tracado densitométrico, obtido pela técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), foram identificadas 24
e 25 fragdes protéicas para os grupos sororreagentes a leptospirose e brucelose,
respectivamente, para as ragas Nelore e mesticas Girolanda, com pesos moleculares
variando de 17 kDa a 239 kDa. Foi possivel identificar, nominalmente, nove dessas
fracdes protéicas (Figura 14). As fragGes protéicas nominalmente identificadas nos
grupos experimentais foram submetidas a andlise estatistica, em razdo da sua

importancia diagnéstica (Tabela 23).
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Figura 15. Tracado densitométrico do proteinograma sérico de vacas da ragca Nelore do
grupo sororreagentes a brucelose, criadas na regido Centro-Oeste do Estado do
Maranhao, apresentando 25 fracGes proteicas.

Os resultados apresentados nessa pesquisa revelaram que as concentracoes
de imunoglobulina A (IgA), ceruloplasmina e albumina diferiram significativamente
entre 0s grupos experimentais. Ja as concentragdes de imunoglobulina G (IgG) de
cadeia pesada, haptoglobina, ai-glicoproteina acida, IgG de cadeia leve, transferrina
e da proteina de peso molecular 23.000 Da, nao apresentaram diferencas
estatisticas entre os grupos experimentais para as racas estudadas (Tabela 23).
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Tabela 23. Médias e desvios padrao da concentracdo sérica das fragdes protéicas obtidas
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) de vacas das ragas Nelore e mesticas
Girolanda, criadas na Regido Centro-Oeste do Estado do Maranhao, distribuidas
segundo os grupos controle, sororreagentes para brucelose e sororreagentes para
leptospirose.

Proteina e Grupo Racas

Nelore Girolanda

Imunoglobulina A (mg/dL)

Grupo Controle 191+67,1Aa 228+86,5Aa
Grupo Brucelose 215+59,7ABa 218+81,4Aa
Grupo Leptospirose 2611+89,3Ba 261+£102Aa
Ceruloplasmina (mg/dL)

Grupo Controle 29,2+15,6Aa 38,6+15,8Aa
Grupo Brucelose 46,4+21,4Ba 45,2+13,0Aa
Grupo Leptospirose 33,9114,6ABa 34,2+16,6Aa

Transferrina (mg/dL)

Grupo Controle 96,0+37,0Aa 78,6242 8Aa
Grupo Brucelose 96,2+74,2Aa 86,9+26,1Aa
Grupo Leptospirose 89,05+37,5Aa 80,8+38,8Aa

IgG de cadeia pesada (mg/dL)
Grupo Controle

Grupo Brucelose
Grupo Leptospirose

Haptoglobina (mg/dL)

1.225+234Aa
1.450+338Aa
1.4111+508Aa

1.585+973Aa
1.434+403Aa
1.377+518Aa

Grupo Controle 16,4+17,8Aa 14,6+£22,7Aa
Grupo Brucelose 12,7+6,47Aa 14,3+7,67Aa
Grupo Leptospirose 19,8+7,98Aa 14,7+4,08Aa
ay-glicoproteina acida (mg/dL)

Grupo Controle 15,6+16,6Aa 16,3+11,7Aa
Grupo Brucelose 15,949,98Aa 23,419,28Aa
Grupo Leptospirose 15,3+7,57Aa 17,946,79A
IgG de cadeia leve (mg/dL)

Grupo Controle 763+192Aa 892+333Aa
Grupo Brucelose 912+387Aa 1.004+188Aa
Grupo Leptospirose 923+281Aa 939+353Aa
PM 23.000 Da (mg/dL)

Grupo Controle 361+125Aa 4361+209Aa
Grupo Brucelose 389+105Aa 384180,6Aa
Grupo Leptospirose 329+107Aa 334x111Aa

Valores seguidos de letras mailsculas iguais na mesma coluna e minisculas na mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Dentre as proteinas constatadas no tracado densitométrico, cinco sé&o
consideradas proteinas de fase aguda: ceruloplasmina, transferrina, albumina,
haptoglobina e ai-glicoproteina acida. A maioria destas proteinas de fase aguda sao
glicoproteinas sintetizadas pelos hepatécitos como consequéncia de traumatismos
ou infecgoes teciduais (BAUMANN & GAULDIE, 1994).

Notou-se concentracbes séricas de IgA significativamente superiores nos
animais da raga Nelore do grupo leptospirose, quando comparadas aquelas dos
grupo controle. Por outro lado, ndo foi constatada diferenca significativa nos teores
de IgA de animais mesticos Girolando ( Figura 15). E provavel que esse aumento se
deva a maior sintese de imunoglobulinas devido ao estimulo imune humoral
desencadeado pela infeccao crénica por Leptospira, conforme relato de MEYER et
al. (1995). Segundo KANEKO et al. (2008), os teores séricos de IgA em bovinos
adultos situam-se entre 10 e 50 mg/dL, inferiores aos verificados no presente
estudo.

400 -
261 H Nelore

*
350 - 261 M Girolanda

300
250
200
150

100

Imunoglobulina A (mg/dL)

50

Controle Brucelose Leptospirose

Grupos experimentais

Figura 16. Representagéo grafica dos valores médios e desvios padrédo da concentracao
sérica de imunoglobulina A (mg/dL) de vacas das racas Nelore e mesticas
Girolanda, distribuidas segundo os grupos controle, sororreagentes para brucelose

€ sororreagentes para Ieptospirose.
*Significativamente diferente dos valores médios de vacas da raga Nelore do grupo controle pelo teste de Tukey (p<0,05).
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As concentracdes séricas de ceruloplasmina nas vacas da raca Nelore do
grupo sororreagente a brucelose foram significativamente superiores aqueles
verificados nas vacas do grupo controle. De modo geral foram constatados valores
médios superiores dessa proteina nos animais do grupo sororreagente a brucelose
quando comparados aos do grupo controle (Figura16). A ceruloplasmina é uma
proteina de fase aguda positiva de atividade moderada em bovinos, cuja principal
funcéo é transportar cobre no sangue (OKUMURA et al., 1991). O aumento do teor
de ceruloplasmina nos animais do grupo brucelose deveu-se, possivelmente, ao fato
de a ceruloplasmina ser uma proteina de fase aguda e responder aos processos
inflamatérios e infecciosos. De maneira semelhante, FAGLIARI et al. (2003)
constataram aumento significativo dessa proteina em bezerros infectados por M.

haemolytica, em compara¢cao com bezerros saudaveis.

H Nelore

70 - 46,4* B Girolanda

Ceruloplasmina (mg/dL)

Controle Brucelose Leptospirose

Grupos experimentais

Figura 17. Representagéo grafica dos valores médios e desvios padrdao da concentragao
sérica de ceruloplasmina (mg/dL) de vacas das racas Nelore e mesticas Girolanda,
segundo 0s grupos controle, sororreagentes para brucelose e sororreagentes para

leptospirose.
*Significativamente diferente dos valores médios de vacas da raga Nelore do grupo controle pelo teste de Tukey (p<0,05).
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As concentracoes séricas de transferrina foram semelhantes nos grupos
experimentais, apenas com moderadas variacdes nos seus valores médios. Essa
proteina € considerada de fase aguda negativa, cujos teores séricos tendem a
decrescer na presenca de inflamacao (KANEKO et al., 2008).

Quanto aos teores séricos de IgG de cadeia pesada, mesmo ndo havendo
diferencas significativas entre o0s grupos experimentais, notou-se elevacbes e
diminuicbes nos valores dos grupos sororreagentes, bem como de IgG de cadeia
leve, sugerindo, de alguma maneira, interferéncia na resposta imune dos bovinos
infectados.

Com relacao as concentracdes séricas de haptoglobina e as-glicoproteina
acida nao foram verificadas alteracdes significativas, diferentemente dos resultados
relatados por FAGLIARI et al. (2007), em bovinos com fotossensibilizacao
hepatégena. A determinacdo dos teores séricos dessas proteinas é Gtil no
monitoramento da presenca e da gravidade de inflamagdes agudas em bovinos.

As concentracdes séricas da proteina de 23.000 Da foi menor nos grupos
sororreagentes, indicando que a infeccao influenciou a dindmica desta proteina nos
bovinos. Nao foi encontrado relato na literatura da constatacdo dessa proteina no
soro sanguineo de bovinos, tampouco de sua fungdo. Os resultados indicam que

parece se tratar de uma proteina de fase aguda negativa.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo permitem as seguintes conclusées:

12 Experimento

- As atividades séricas das enzimas aspartato  aminotransferase,
gamaglutamiltransferase e fosfatase alcalina ndo foram influenciadas pela raga,
ocorrendo apenas discretas variagdes dentro dos limites considerados normais para
bovinos; em contraposicdo, as atividades séricas de creatinocinase apresentaram
variagoes sob influéncia de fatores raciais, com maiores valores em fémeas da raca

Nelore.

- Os teores séricos de uréia, bilirrubina direta, triglicérides, colesterol, proteina total,
célcio total, fésforo, magnésio, sbédio e potassio ndo apresentaram variacoes
significativas em fungéo dos fatores raciais e permaneceram na faixa de normalidade
para a espécie. Os fatores raciais influenciaram significativamente os teores séricos
de creatinina, bilirrubina total e bilirrubina indireta, pois os valores obtidos em fémeas
da raca Nelore foram marcadamente maiores do que os observados nas fémeas

Girolanda. O teor de calcio ionizado foi maior nas fémeas Girolanda.

- O fracionamento eletroforético das proteinas do soro sanguineo de bovinos sadios,
permitiu a identificacdo de cinco proteinas de fase aguda e de IgA e IgG, bem como a
proteina ndo identificada nominalmente de peso molecular 23.000 daltons. Nao ha relato
na literatura da constatacéo dessa proteina no soro sanguineo de bovinos, tampouco de
sua funcéo. Os resultados indicam que as concentracdes séricas das fragdes protéicas

nao apresentaram variacoes sob influéncia de fatores raciais.
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2° Experimento

- As infecgdes por brucelose e leptospirose, indicadas pela sororreatividade, néao
influenciaram as atividades séricas de gamaglutamiltransferase, fosfatase alcalina e
creatinocinase; por outro lado, as atividades séricas de aspartato aminotransferase
foram significativamente menores nos bovinos Girolando sororreagentes a brucelose

e leptospirose quando comparadas aquelas de bovinos sadios.

- A sororreatividade influenciou os teores séricos de uréia, bilirrubina direta,
triglicérides, colesterol, calcio ionizado e fésforo, com maiores valores em relagéo
aos animais sadios. Em contrapartida, os teores séricos de creatinina, bilirrubina total
e bilirrubina indireta, calcio total, magnésio, sédio e potassio foram semelhantes nos

animais sororreagentes e nos animais sadios.

- O fracionamento eletroforético das proteinas do soro sanguineo de bovinos, sadios ou
sororreagentes a brucelose e leptospirose, permitiu a identificagdo de cinco proteinas de
fase aguda e de IgA e IgG, notando-se maior concentracao de ceruloplasmina e de IgA
nos animais sororreagentes. A concentracdo sérica da proteina de peso molecular
23.000 déltons foi menor nos animais do grupo sororreagente a leptospirose, indicando

que a infeccao influenciou a dindmica desta proteina nos bovinos.
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APENDICES

Tabela 1A. Médias das concentracdes séricas das fragdes protéicas, com os respectivos pesos moleculares (PM),
obtidas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), de vacas sadias da raca Nelore criadas na
regiao Centro-Oeste, Estado do Maranhao.

Proteina Peso(rI?S:)acular Concentragao Sérica (mg/dL) e Animal

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

NI 224 3,2 0 362 993 362 428 849 703 261 1,99 439 254 371 265 63

NI 197 211 237 106 0 10,6 0 431 204 11,5 134 857 145 140 0 7,81

IgA 155 252 157 183 155 183 427 222 295 204 235 152 160 268 101 256

NI 130 808 40,0 108 699 108 287 246 295 171 260 157 200 175 0 19,9

NI 122 106 358 168 11,9 168 353 40,2 0 202 205 0 231 171 212 175
Ceruloplasmina 111 366 729 392 449 392 108 253 608 188 125 484 141 196 343 26,2
NI 101 185 154 213 699 213 198 359 479 305 276 355 300 209 6,16 282

NI 91 307 338 304 269 304 28 520 561 379 375 542 551 300 226 221

NI 84 213 174 140 0 14,0 0 480 821 374 497 199 270 162 206 182
Transferrina 76 701 885 509 385 509 142 117 808 81,1 136 115 944 916 172 112
Albumina 61 4975 4584 5206 4546 5206 5053 3585 4.159 4785 4.728 4519 4682 4415 4.898 3.962
'ggegzgz'a 54 1.285 1.307 1.238 1.404 1.238 646 1.335 1.287 1.215 1.495 1.077 785 1.409 1.456 1.198
NI 44 722 128 873 939 873 497 214 445 494 602 392 584 4119 109 567
Haptoglobina 40 994 300 774 187 774 771 235 11,9 143 130 211 914 899 286 184
- g”ggizg’te"”a 38 716 132 169 286 169 160 759 838 744 913 800 105 828 399 8,08
NI 36 332 390 366 254 366 539 433 241 197 219 225 221 157 320 26,7

NI 35 632 745 543 573 543 398 202 223 218 235 132 159 947 728 719

NI 33 411 604 486 965 486 21,1 107 404 687 467 612 476 638 668 497

IgG cadeia leve 28 995 971 731 431 731 750 637 778 724 828 541 645 869 1.199 620
PM=23000Da 23 405 479 389 330 389 412 152 343 468 426 261 446 477 407 325
NI 22 450 382 207 215 207 176 656 169 129 281 595 170 220 287 202

NI 20 196 194 198 358 198 126 106 252 211 21,3 156 254 155 936 13,6

NI 19 816 3,15 271 0 2,71 0 225 381 324 28 205 181 37 442 274

NI 17 44,6 41,5 38,0 0 38,0 46,1 17,4 35,5 36,4 33,6 38,4 2,24 32,8 38,9 25,5
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Tabela 2A. Médias das concentracOes séricas das fragdes protéicas, com o0s respectivos pesos moleculares
(PM), obtidas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), de vacas sadias da racga
Girolanda do grupo controle criadas na regiao centro-oeste, Estado do Maranhao.

Proteina moF;:cs:SIar Concentragao sérica (mg/dL) e Animal
(kDa) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
NI 239 0 0 0 0 0 0 0 374 0 0 0 0 0 0 0

NI 224 11,1 0 425 489 798 334 409 166 897 7,88 346 847 359 7,78 915

NI 197 16,8 219 156 609 138 102 101 822 O 326 425 106 746 643 167

IgA 155 364 139 232 148 255 203 275 217 215 182 84,1 438 198 240 240

NI 130 369 179 249 984 232 272 250 250 15 299 0 27,7 29 11,0 169

NI 122 257 294 0 13,7 224 493 0 165 988 729 251 261 196 17,9 222
Ceruloplasmima 111 268 32,2 364 446 537 7,93 332 405 533 514 389 334 151 719 398
NI 101 224 798 186 268 146 444 694 847 222 212 0 324 29 414 257

NI 91 240 295 182 329 193 260 324 156 21,3 462 222 579 270 393 366

NI 84 144 274 151 430 751 823 347 942 138 815 0 80,4 135 446 346
Transferrina 76 657 211 635 748 789 786 323 440 574 898 495 126 640 872 816
Albumina 61 3.926 4774 4249 4533 4904 1.363 67,1 4.323 3457 3.934 4700 4252 3.810 3.862 4.156
'ggegzg:'a 54 1569 1.634 951 992 1.169 90,0 4.664 1.666 1.663 988 1735 1.687 1.333 1.963 1.680
NI 44 675 156 89,2 467 995 443 1042 113 947 329 256 41,8 71,7 644 50,9
Haptoglobina 40 964 449 1,08 154 432 855 936 28 792 120 136 257 303 5 11,8
Cl g'g’é’ig;"tei”a 38 227 121 146 21,9 814 523 961 139 769 100 280 7,79 648 155 14,4
NI 36 642 359 312 211 470 653 7,05 286 259 17,3 474 332 295 218 330

NI 35 0 359 71 142 11,8 429 452 506 1,21 0 184 100 204 683 9,32

NI 33 382 651 460 31,2 337 838 36 543 435 152 937 481 50,8 438 59,1

IgG cadeia leve 28 1.056 1.247 1.135 667 1.020 457 493 1.111 1302 539 1062 956 875 943 959
PM=23000Da 23 473 420 501 273 358 21,4 998 441 425 251 644 489 377 394 476
NI 22 47,7 46,7 537 215 277 0 418 253 35,1 0 186 194 267 215 216

NI 20 236 139 177 152 190 163 623 21,7 131 106 31,7 203 209 137 216

NI 19 57 287 114 0 416 264 296 340 641 158 196 373 444 0 6,94

NI 17 44,8 37,1 45,6 34,5 37,6 31,7 28,6 14,5 38,8 26,2 22,4 33,8 22,2 16,5 23,7
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