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Retencéo de placenta no proteinograma de vacas Holandesas

Retained placenta on the proteinogram of Holstein cows

Jodo Paulo Elsen Saut' Samantha lve Miyashiro"
Raquel Fraga e Silva Raimondo" Mariana Tikuma Nunes'" Clara Satsuki Mori"
Jose Jurandir Fagliari" Eduardo Harry Birgel Junior'

RESUMO

Com o objetivo de avaliar a influéncia da retengéo
de placenta (RP) no proteinograma de fémeas bovinas da raca
Holandesa, de propriedades comerciais, foram utilizadas 129
vacas com RP e 145 vacas com parto e p6s-parto fisiologicos e sem
nenhum tratamento no periodo avaliado. As amostras de sangue
foram divididas nos momentos: 1°dia pés-parto (DPP), 20-3¢, 4°-
5e, 6o-7¢, 80-14°, 150-29°, 30°-59¢ e 60°-90° DPP. O fracionamento
das proteinas foi realizado por eletroforese em fita de acetato de
celulose e em gel de poliacrilamida, contendo dodecil sulfato
de sodio (SDS-PAGE), nas quais se avaliou o comportamento
de 19 bandas proteicas identificadas pelos respectivos pesos
moleculares, que variaram entre 23KDa e 187KDa. Nao houve
influéncia da RP na proteina sérica total e gamaglobulinas. A
albumina sérica permaneceu abaixo dos valores de referéncia
até os 90DPP nos animais com RP. Concluiu-se que vacas
Holandesas com RP apresentam um quadro de normoproteinemia
com hipoalbuminemia e aumento das fracoes alfaglobulinas e
betaglobulinas até os 90DPP, presenca de resposta inflamatéria
de fase aguda positiva pelo significativo aumento de haptoglobina,
ceruloplasmina, glicoproteina acida, e de fase aguda negativa pela
diminuicédo de albumina na primeira semana pés-parto.

Palavras-chave: bovinos, puerpério, proteinas de fase aguda,
SDS-PAGE.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the influence
of retained placenta on the proteinogram of Holstein cows from
commercial dairy farms. Blood samples were collected from
129 animals with retained placenta (RP) and 145 animals with

normal delivery and postpartum period, without any treatment,
on following days: 1tday in milk (DIM), 2"d-3t 4.5t gth-7t gin
14t 15M-29% 30M-59" and 60"-90" DIM were analyzed. Protein
electrophoresis were performed in acetate cellulose and sodium
dodecyl sulfate polyacrilamide gel (SDS-PAGE), where 19 protein
bands were observed with molecular weights between 23KDa and
187KDa. There was no influence on serum total protein and gamma
globulins. Serum albumin remained below the normal reference
values up to 90DIM. In conclusion, Holstein cows with RP have
normoproteinemia with hypoalbuminemia up to 90DIM, presence
of positive acute phase response by increase of haptoglobin,
ceruloplasmin, acid glycoprotein, alpha and beta globulins and
negative acute phase response by decreased of albumin within the
first week postpartum.

Key words: bovine, puerperium, acute phase proteins, SDS-PAGE.

INTRODUCAO

Problema reprodutivo ¢ a principal causa
de descarte involuntario nas propriedades leiteiras
e ndo esta associado com o descarte do animal por
alteragdes na produgdo leiteira (BONNEVILLE-
HEBERT etal., 2011). Dentre as doengas reprodutivas
mais comuns, destaca-se a retencao de placenta (RP),
com incidéncias observadas de 4,3% em 418.383
partos no Canadda (BONNEVILLE-HEBERT et al.,
2011), 5,2% em 57.301 partos no Irda (HOSSEIN-
ZADEH & ARDALAN, 2011) e no Brasil, em Minas
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Gerais, incidéncia de 10,54% em 1.875 paricdes
(FERNANDES et al., 2001).

A RP ¢ responsavel por grande perda
econdmica por causar baixo desempenho reprodutivo,
alta incidéncia de infec¢Bes uterinas até os 30 dias
pos-parto (DPP) e aumentar o risco de ocorréncias de
metrite (HOSSEIN-ZADEH & ARDALAN, 2011).
Verifica-se também que vacas com RP tém niveis
significativamente mais baixos de imunoglobulinas
no colostro (LONA & ROMERO, 2001) e aumentam
a ocorréncia de distirbios metabdlicos como a Cetose
(CURTIS et al., 1985).

O diagnéstico exato e precoce de
doengas no periparto de vacas leiteiras por meio
do exame clinico, técnicas diagnodsticas eficazes e
interpretacdo correta de exames laboratoriais € fator
imprescindivel para manutencdo da produtividade
animal. O proteinograma ¢ uma das ferramentas que
pode auxiliar no monitoramento de enfermidades
infecciosas, sendo o fracionamento eletroforético das
proteinas sanguineas um dos métodos mais confiaveis
para a sua identificagdo (FAGLIARI & SILVA, 2002).

Como alternativa para aumentar o nimero
de proteinas identificadas e auxiliar no diagndstico,
recomenda-se a utilizagdo da técnica de eletroforese
em gel de poliacrilamida, contendo dodecil sulfato
de sodio (SDS-PAGE). A SDS-PAGE possibilita a
visualizagdo de concentragdes proteicas extremamente
baixas ¢ a identificagdo de 20 a 30 proteinas com
pesos moleculares entre 24 a 340 KDa (FAGLIARI
& SILVA, 2002). Por meio dessa técnica, ¢ possivel
a quantificacdo de proteinas de fase aguda (PFA),
permitindo o reconhecimento precoce de processos
inflamatorios (HORADAGODA et al., 1999).

Objetivou-se neste experimento
caracterizar o proteinograma de vacas Holandesas
com retencdo de placenta, através das técnicas
de eletroforese em fitas de acetato de celulose e
eletroforese em gel de poliacrilamida, contendo
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE).

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 374 vacas da raga
Holandesa, provenientes de trés propriedades
leiteiras de Pirassununga - Sao Paulo, criadas em
sistema intensivo de producdo do tipo Freestall,
com manejos sanitarios e reprodutivos semelhantes
e assistidas por médicos veterindrios. A existéncia
de fichas individuais dos animais possibilitou a
associa¢do do exame clinico a analise do historico,
permitindo a selecdo dos animais ¢ a formacdo de
grupos homogéneos para avaliagdo da influéncia da
retengdo de placenta no proteinograma.

As amostras foram colhidas em oito
momentos: 19, 29-3°, 40-59 6°-7°, §°-14° 15°-29¢
30°-592 ¢ 60°-90° DPP, € os animais divididos em dois
grupos: a) Grupo Fisiologico (Gr.F), 145 vacas com
parto e pos-parto fisioldgicos que ndo apresentaram
nenhum sinal clinico de doenga e nao tiveram
nenhum tratamento com antibioticos e/ou hormonios
no periodo avaliado; b) Grupo Retencao de Placenta
(Gr.RP): 129 vacas que retiveram placenta e foram
tratadas 12 horas pds-parto com uma Unica aplicagdo
de 20mg kg de oxitetraciclina 20% intra-muscular.
Trés vacas foram tratadas com infusdo intra-uterina
de 20ml de oxitetraciclina 20% e tratamento suporte,
apés o tratamento parenteral, por apresentarem
metrite, e foram descartadas do experimento.
Também foram eliminados do presente experimento
todos os animais em que houve o diagndstico de
doengas intercorrentes e tiveram que ser tratados em
ambos os grupos. Adotou-se este critério por serem
propriedades leiteiras particulares e para padronizar o
tratamento Unico a base de oxitetraciclina em apenas
um momento no pos-parto.

Apenas vacas negativas aos exames
periddicos de brucelose e tuberculosee nio reagentes ao
antigeno do virus da leucose bovina foram utilizadas.
O diagndstico da leucose foi efetuado pela técnica de
imunodifusdo radial dupla de Ouchterlony (BIRGEL,
1982). As amostras de sangue foram coletadas por
pungao da veiajugular, utilizando-se o sistema vacutainer
sem anticoagulante, centrifugadas e o soro congelado a
menos 20°C. Para o fracionamento das proteinas
séricas, foram realizadas duas técnicas de eletroforese.
Na técnica de eletroforese em fita de acetato de celulose,
a migragdo eletroforética foi realizada em fitas de
acetato de celulose e a leitura das fragdes albumina,
alfaglobulina, betaglobulina e gamaglobulina efetuadas
por densitometria (SOUZA et al., 2010).

A eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de so6dio (SDS-PAGE)
foi realizada, de acordo com FAGLIARI &
SILVA (2002), em uma unidade de eletroforese
vertical (modelo EV5-2001N, marca Bioagency®).
As leituras das fracdes foram realizadas no
densitometro (escaner Epson Expression 1680,
marca Byosistems®) ¢ software de analise de
imagens (VisionWorks LS, Ultra-VioletProducts®).
Para perfeita identificagdo das fragdes proteicas
do soro, utilizou-se um marcador padrao de pesos
moleculares (Invitrogen®), com bandas entre 10 e
220 kDa. As proteinas albumina, alfaglobulinas,
betaglobulinas e gamaglobulinas foram mensuradas
através da eletroforese em fita de acetato de celulose,
enquanto as proteinas ceruloplasmina, hemopexina,
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haptoglobina, glicoproteina acida foram identificadas
por seus pesos moleculares, conhecidos (FAGLIARI
& SILVA, 2002) através da eletroforese SDS-PAGE.
A analise estatistica foi realizada no programa
estatistico Minitab 15 (Minitab Inc®, Pennsylvania, USA).
Para avaliar a influéncia da RP no proteinograma, os dois
grupos foram comparados nos DPP, sendo, inicialmente,
realizado o Teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar
se os dados apresentavam ou ndo distribui¢do normal.
As variaveis com distribuicdo normal foram submetidas
ao teste de comparagdo de médias pelo teste TStudent.
As varidveis com distribuicdo ndo-paramétrica foram
analisadas pelo teste de Mann-Whitney. Todos os testes
apresentaram niveis de significancia igual a 5% (P=0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho verificou que a RP
interfere de maneira significativa no proteinograma
de vacas leiteiras criadas em sistema intensivo do
tipo Freestall no Estado de Sdo Paulo. Em ambas
as técnicas utilizadas, foram demonstradas estas
alteragdes, sendo que, com o uso da SDS-PAGE,
permitiu-se a identificacdo de proteinas de fase aguda,
as quais serdo mais abordadas por sua importancia
clinica. Além destas PFA, foram identificadas outras
proteinas apenas pelo peso molecular e que a literatura

consultada ainda ndo apresenta dados para serem
discutidos e comparados, no entanto, considera-se de
grande importancia cientifica a apresentacao desses
resultados, pois ndo existe esta informagao na literatura.

Em relagdo ao perfil sérico proteico
(Figura 1), os teores de proteinas totais (PT)
apresentaram diferenca apenas aos 15-29DPP. Os
valores das PT variaram no Gr.F entre 7,1+0,6 € 8,1+0,5
gdL'eno Gr.RPentre7,0+0,7¢ 7,6+0,9 gdL"'. No entanto,
os dois grupos permaneceram dentro dos valores de
referéncia para vacas Holandesas (SOUZA et al.,
2008), criadas no estado de Sdo Paulo, no puerpério
recente (7,6£0,7 gdL') e na fase pos-puerperal
(8,8+0,7 gdL"). GONCALVES & KOZICKI (1997)
observaram um gasto excessivo de proteinas até o
quinto DPP, em vacas com RP, e MULEI et al. (1993)
apresentaram resultados semelhantes ao da presente
pesquisa.

As concentragdes de albumina, avaliadas
através da eletroforese em fita de acetato de celulose,
foram menores no Gr.RP desde o 2°DPP e oscilaram entre
2,3+0,4 € 2,940,3 gdL! (Figura 1). O Gr.RP manteve-se
abaixo dos valores fisiologicos de vacas Holandesas no
puerpério recente (2,9+0,3 gdL!) e pos-puerperal (3,2+0,2
gdL") (SOUZA et al., 2008) e apresentaram o mesmo
comportamento descrito por SOUZA et al. (2010), em
vacas Holandesas com RP (2,7+0,4 gdL."). GONCALVES
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Figura 1 - Influéncia da reteng@o de placenta no proteinograma (obtidos pela técnica de eletroforese em acetato de celulose)
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& KOZICKI (1997) verificaram a diminuicdo de
albumina em ambos os grupos.

A eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de s6dio (SDS-PAGE) a 10%,
como utilizado na presente pesquisa, ndo permitiu
a perfeita separacdo da fracdo albumina. As fragdes
proteicas identificadas como transferrina (78KDa),
albumina (62KDa) e imunoglobulinas de cadeia
pesada (53KDa) apresentaram sobreposi¢cao na SDS-
PAGE, o que dificultou a marcagdo com precisao de
inicio e fim de cada frac@o e sendo a possivel causa de
um aumento nas concentracdes de albumina.

Os valores médios encontrados para a
albumina no SDS-PAGE foram maiores do que os
encontrados na fita de acetato de celulose em todos os
momentos estudados. Verificou-se que a eletroforese
em fita de acetato, técnica mais acessivel e de maior
facilidade operacional (KANEKO et al., 2008),
permitiu que a identificagdo e quantificacao da fracdo
albumina fosse mais fidedigna do que na SDS-PAGE
e, por este motivo, os resultados apresentados foram
apenas da eletroforese em fita de acetato de celulose.

Apesar de vacas com RP terem maior risco
de disturbios metabdlicos como a Cetose (CURTIS et
al., 1985) e, de acordo com CHAPINAL et al. (2011),
a RP e metrite estarem relacionadas com balanco
energético negativo e redugdo de até 30% na ingestao
de matéria seca no periparto, a possibilidade de
relacionar-se hipoalbuminemia observada na presente
pesquisa com disturbios do metabolismo energético
foi descartada, pois a mobilizagdo de gordura no
periparto e consequente esteatose hepatica associada
a lesdes hepaticas agudas ¢ pequena. SOUZA et al.
(2010), em vacas da raca Holandesa, criadas no Vale
do Paraiba/SP, com producdo leiteira média entre
15 e 25 litros de leite por dia, ndo demonstraram
existir alteragdes nos teores séricos de colesterol,
acidos graxos ndo esterificados e P-hidroxibutirato
em decorrkncia de disturbios do puerpério recente
(endometrite puerperal aguda e aretengao de placenta)
e do puerpério tardio (catarros genitais). Da mesma
forma, a suposi¢do de que a absor¢ao de endotoxinas,
em vacas com infecgdes uterinas, poderia determinar
lesdes hepaticas também foi descartada por SOUZA
et al. (2010), pois esses autores ndo evidenciaram
qualquer altera¢do nos valores das enzimas hepaticas
AST, GGT e teores séricos de bilirrubinas.

Dessa forma, a diminui¢do nos teores
séricos de albumina deve ser entendida como resposta
frente ao processo inflamatério induzido pela RP, pois
a albumina ¢ considerada PFA negativa (KANEKO
et al., 2008). A RP ¢ considerada fator de risco para
a instalacdo de infecg¢des uterinas, visto que atrasa a

involucdo uterina e eliminagdo do ldéquio, provoca
lesdes teciduais e inibe determinadas funcdes dos
neutrdfilos (LEBLANC et al., 2002). Sugere-se
que os eventos acima relacionados devam coexistir,
interferindo de forma variada e individual, resultando
em menor aporte de albumina na circulacdo
sanguinea e, desta forma, prejudicando suas funcdes
biolégicas de manutencdo da pressdo oncotica do
fluido intravascular e nos processos de transportes de
substancias (JAIN, 1989).

As alfaglobulinas apresentaram-se
aumentadas aos 4-5 DPP e as betaglobulinas aos 6-7
DPP no Gr.RP, confirmando a resposta inflamatdria
de fase aguda estimulada pela RP, pois nestas fracdes
estdo distribuidas as PFAs positivas (KANEKO et al.,
2008). As gamaglobulinas nao sofreram influéncia da
RP (Figura 1). Na literatura consultada, ndo foram
encontrados trabalhos com hemopexina (8§7KDa)
que pudessem ser confrontados com os resultados
encontrados. As PFAs ceruloplasmina, haptoglobina
(Hp) e glicoproteina acida permaneceram aumentadas
no Gr.RP até os 15 DPP, com aumento significativo
mais precoce na glicoproteina acida (2-3 DPP) de
83,4+39,0 gdL' (Gr.RP) e 50,4+46,8 gdL! (Gr.F).

Na Hp e ceruloplasmina, houve diferenca
entre os grupos aos 6-7DPP, com a queda da
concentragdo destas proteinas no Gr.F. O Gr.RP
apresentou Hp, no 6° e 7° DPP, igual a 167,2+114,9
gdL! contra 29,1424,6 gdL'do Gr.F, quase seis
vezes maior; 0 mesmo ocorreu com a glicoproteina
acida, de 85,7+86gdL' contra 13,5+13,4gdL",
respectivamente, nos Gr.RP e Gr.F (Figura 2).

Segundo SKINNER et al. (1991), o trauma
da pari¢do ndo influencia na concentracdo de Hp e
sim a infeccdo uterina pds-parto, pois verificaram
aumento significativo de Hp apenas em animais
com RP entre 3 ¢ 5 DPP. Concluiram que a Hp
poderia avaliar a integridade uterina no pos-parto.
WILLIAMS et al. (2007) associaram o aumento de
Hp com a contaminagao bacteriana no lumen uterino.
HIRVONEN et al. (1999) somente encontraram o
aumento de HP nos casos de metrite aguda severa
e com mau prognostico a performance reprodutiva.
Finalmente, HUZZEY et al. (2009) ndo associaram a
presenca de RP com aumento de Hp, mas sim como
fator predisponente de infec¢do uterina.

Com base na literatura, sugere-se que o
aumento verificado nas PFAs ¢ devido ao estimulo
provocado pela infecgdo bacteriana associada
a RP, pois animais com RP apresentam seis
vezes mais chance de desenvolverem infecgdes
uterinas (LEBLANC et al., 2002). O Gr.RP foi
imediatamente tratado para evitar a presenga de

Ciéncia Rural, v.44, n.9, set, 2014.
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Figura 2 - Influéncia da reten¢do de placenta nas proteinas séricas, identificadas através da técnica de eletroforese em gel de
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enfermidades uterinas concomitantes durante o
experimento. Apesar do tratamento instituido, esses
animais apresentaram picos das PFAs semelhante
a animais com infec¢des uterinas (HIRVONEN et
al.,1999; HUZZEY et al., 2009; CHAN et al., 2010).

Outro fator a ser considerado no pés-parto
¢ que a Hp pode ser indicadora de lipidose hepatica,
pois, semelhante a infec¢des e traumas, a deposicao
lipidica hepatica estimula hepatécitos na producdo de
Hp (KATOH, 2002). Como ja discutido, vacas com
RP tém maior chance de distarbios metabdlicos nesta
fase e consequente deposicao lipidica.

Na figura 3, estdo apresentadas as
proteinas que ndo puderam ser identificadas e estdo
apresentadas apenas com o peso molecular. De acordo
com PASSOS (2004), além das PFAs, a identificacdo
de outras proteinas séricas tornou-se Uutil como
indicador do estado de sanidade e/ou imunolégico
(PASSOS, 2004). Na literatura consultada, nao
foram encontradas pesquisas que avaliaram o
comportamento destas proteinas no puerpério e em
animais com RP, sendo, portanto, o primeiro trabalho
que se preocupou em apresentar estas informagoes.

Ressalta-se a caréncia e necessidade de mais pesquisas
focadas nessas proteinas, no intuito de avaliar seus
efeitos e importancia bioldgica em vacas leiteiras.

CONCLUSAO
A retengdo de placenta influencia
significativamente no proteinograma de vacas

Holandesas, caracterizado por normoproteinemia com
hipoalbuminemia até os 90 dias pds-parto; presenga
de resposta inflamatoéria de fase aguda positiva pelo
significativo aumento de haptoglobina, ceruloplasmina,
glicoproteina acida, alfaglobulinas e betaglobulinas e
de fase aguda negativa pela diminuigdo de albumina na
primeira semana pds-parto.
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Nota. * representa diferenca estatistica entre os grupos (P<0,05).

Figura 3 - Influéncia da retengdo de placenta nas proteinas séricas identificadas pelo peso molecular, através da técnica de eletroforese em
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).
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