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GECRIA

Avaliacao das proteinas
Na rotina clinica € parte integrante
perfil bioquimico

Corrobora com diagnostico,
resposta a terapia e prognostico do
paciente

Fonte: Kaneko



# Soro e Plasma

PIasma, separacao liquida do sangue nao coagulado,
contém todas as proteinas

SOro, Frac3o liquida do sangue resta apds a coagulacao,
0 que requer conversao do fibrinogénio em fibrina,
portanto o soro nao contém fibrinogénio, mas sim
albumina e demais globulinas

Outro tipo de material clinico: derrames cavitarios, liquido sinovial, liquor, colostro,
leite, dentre outras secrecdes e excregoes
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s/anticoagulante = soro



Proteinas sanguineas o

GECRIA

Dois principais tipos: albumina e globulinas
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Proteinas sanguineas o ()

Albumina

Proteina pequena

35 a 50% da proteina sérica total (> globulinas)

Funcgoes: -

1. Pressdo coldide- osmotica sanguinea (70-80%) E -

2. Proteina transportadora : W
acidos-graxos livres “go :. e e = o
acidos biliares

bilirrubina, calcio, hormonios e medicamentos

Sintetizada figado, disponibilizada na corrente sanguinea e metabolizada na maioria dos
tecidos. Meia-vida variavel de 8 dias (caes) a 20 dias (equinos)



Proteinas Séricas

Globulinas

Grupo heterogéneo
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Proteinas grandes, com diferentes tamanhos e pesos moleculares

Classificadas nas fracdes alfa, beta ou gama-globulinas
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Eletroforese em gel de poliacrilamida, demonstrando a
heterogeneidade das fracoes, alpha, beta e gamma globulinas GECRIA
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Fonte: Thais Rocha



Fracoes eletroforéticas e sua composicao

g Globulina A [ Lipoproteinas; )
transportadoras de transferrina e .
.. e Imunoglobulinas:
— tiroxina; — ferritina 12G: [2A: [2M
transcortina; e (transportadoras 85; 18A; 18IVl
. lipoproteinas. \ Fe). )
( N ( N R
Globulinas ligadas a tiroxina (T4), transportadora de tiroxina
| Ceruloplasmina; __| Proteina C-reativa; Globulinas ligadas ao cortisol, transcortina
haptoglobina. Fibrinogénio. Lipoprotefnas, transportadora de lipideos
. ) . ) Ceruloplasmina, transportadora de cobre

Haptoglobina, se liga a hemoglobina
4 ™ 4 y Antitrombina Ill, inibe a trombina
Alfa,-macroglobulina, transportadora de horménios (insulina) e inibe proteases (tripsina)

— Antitrombina lll. — Plasminogénio.
Lipoproteinas, transportadora de lipideos

\ J \ J Transferrina e ferritina, transportadoras de ferro

Proteina-C reativa

Componentes do sistema complemento C3 e C4

Plasminogénio/Plasmina — Sistema fibrinolitico

Fibrinogénio, coagulacdo sanguinea e resposta inflamatoria

Moléculas de IgM e IgA, sintetizadas nos tecidos linféides em resposta estimulos antigénicos

( N ( N

Fatores do sistema
— complemento C3 e
C4; IgA e IgM.

A|f32-
macroglobulina.




Proteinas de fase aguda

Inflamacgao

Hormonio adrenocorticotrofico

\/

Cortex Adrenal
\corticosteréides
A

Proteinas de fase
aguda

Proteina C reativa
Amildide sérica A
Fibrinogénio
Haptoglobina

Inflammatory
response

Via pituitaria

Camila Costa Baccili




Proteinas de Fase Aguda

Classificadas em Positivas ou Negativas
POSITIVAS

Aumento de 5 a 1.000x em relacdo aos valores basais
NEGATIVAS

Abauio do valor basal diante de um processo inflamatorio

10 a 1000X [ Amildide A sérica ]

/ Proteina C reativa \

Haptoglobina

Fibrinogénio

a-1-antitripsina

Albumina a-1-glicoproteina acida

Transferrina \ Ceruloplasmina /
Jacobsen (2007)




GECRIA

Gato
Vaca

Cao

Cavalo
Camundongo
Suino

Rato

Fonte: Kaneko

Amildide sérica A
Hp e Amildide sérica A

Proteina C reativa e Amildide
sérica A

Amildide sérica A
Amildide sérica A
Proteina C reativa

Alpha2- macroglobulina

Glicoproteina acida e Hp
Glicoproteina acida

Hp, Glicoproteina acida
e Ceruloplasmina

Hp
Hp e Glicoproteina acida
Hp e Ceruloplasmina

Hp e Glicoproteina acida



Mensura ¢ao P roteinas e \\U&/

Proteina total

" teste bioquimico por espectrofotometria
= Meétodo do Biureto

Albumina

" teste bioquimico por espectrofotometria

= Método de verde bromocresol

# de valores entre a proteina determinada pelo refratbmetro e método do Biureto



Métricas Importantes o R
v Globulina = Proteina total - albumina

v" Relacdo Albumina:Globulina
Normal, se ambas as fracdes se encontrarem uniformemente alterados

Anormal, quando predomina a alteracao em uma das fracdes
A:G <£0,5 = Cirrose hepatica



Refratometria R
Determinacao da proteina total

Refratdbmetro, escalade 0a 12
Método simples, rapido e de baixo custo para deteccao de hiper e hipoproteinemia

As moléculas de proteina provocam aumento do indice de
refracao proporcional a concentracao da amostra

Interferéncias (FALSA ELEVACAO)

Hemoglobina ou bilirrubina, lipideos e aumento da concentracao de solutos (glicose, uréia,
sodio e cloretos)




Determinacao da PT por refratometria

"
|

GECRIA

Soro — M

Coagulo —»

Coagulacdao temperatura ambiente
Centrifugacao soro
Centrifugacao capilar hematocrito

Adicionar uma gota do soro no prisma do
refratbmetro



Interferéncias

Hemdlise Hiperlipidemia Hiperbilirrubinemia



Equino, mestico, macho, idade 2 anos

Proteina total (g / dL)
Albumina (g/dL)
Fibrinogénio (mg /dl)

400

(200 a 400)

Fonte: Mitika Kuribayashi Hagiwara



Processo hemolitico

Equino, mestico, macho, idade 2 anos

Proteina total (g / dL)
Albumina (g/dL)
Fibrinogénio (mg /dl)

7,8
3,5
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(3,0 a 3,5)
(200 a 400)

Hemacias ( x 10°/ul)
Hematocrito (%)

Hemoglobina (g/dL)
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Fonte: Mitika Kuribayashi Hagiwara



Mensuracao das Globulinas

Principal método, eletroforese

Arne Tiselius (Prémio Nobel, 1941)

Determinacao das concentracoes de ALB e
GLOB por fracionamento eletroforético
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Selo Postal Sueco, 1983



Mensuragao das Globulinas o R

Principal método, eletroforese

Principio:

1. Aplicacao da amostra de soro na extremidade de uma fina placa de gel;

2. Gerar um campo elétrico para a corrida das proteinas em direcao a carga oposta (do
Neg ao Pos);

3. Coloracao do gel;

4. Leitura do gel em um espectrofotdometro (densitbmetro com escaner), obtendo-se
um tracado eletroforetico
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Corrida eletroforética das proteinas séricas do
soro de bezerros, em fitas de acetato de celulose

a 220V, por 35 minutos.

Fita de acetato celulose corada

Renata de Freitas Leite, 2012



76- A1 Al- Albumina GECRIA

A2- Alfa-globulina
F A3- Beta-globulina
A4d- Gama-globulina
120
Operador fornece o valor da proteina total e o densitometro
_-E‘ calcula a concentragdo de cada fragdo proteica
S 1651
= O Numero de fragBes varia ainda em funcdo da espécie
animal e tipo de gel utilizado
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Eletrograma de corrida eletroforética gerado por densitbmetro. A curva Al

representa a alboumina, A2 e alfaglobulina; A3 a betaglobulina e A4
gamaglobulina Renata de Freitas Leite, 2012



Eletroforese
Principio da técnica

Gene



Determinacao lgG

Teste Imunoenzimatico (ELISA)

Custo, infra-estrututa laboratorial, mao obra, tempo entre execucao e resultados

Teste imunoenzimatico (ELISA)

Imunodifusao radial
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Testes de triagem para detectar falha na transferéncia de
imunidade passiva (FTIP) em neonatos

Especificidade e sensibilidade ndo tao altas quanto o padrao-ouro (testes
imunoenzimaticos e IDGA)

Vantagens: rapidos e até mesmo imediatos, simples, baratos e ndao exigem infra-
estrutura laboratorial



Correlacao entre os testes e padrao-ouro
(1gG IDGA < 10g/L)

10

Proteina Sérica total

Ponto de corte 5,2g/dL
94,5% sensibilidade (falso-positivo)
66,7 especificidade

Proteina total (g/dL)

Ponto de corte 5,5 g/dL
76,3% sensibilidade " - - - - - ' o
94,4% especificidade (falso-negative) 18G (g/L)

Ponto de corte 5,7 g/dL
64,4% sensibilidade

100% especificidade e . - e :
Deelen et al., JDS, 2014 Acuracia diagnostica — habilidade de um teste distinguir entre pacientes

doentes (Se) e sem a doenca (Sp)

# antes e apds ingerir colostro de até 2g/dL



Determina¢ao semi-quantitativa e qualitativas de g FAas
Imunoglobulinas GECRIA .7

Ensaios turbidometricos constable et al, 2017
Kits comerciais nao disponiveis BR

Reacao precipitacao seletiva do sal com proteinas de alto peso molecular

Teste de turbidez ¢/ sulfato de zinco 350 Mg Hudgens et al,, American Journal Veterinary
Research, 1996

Baixa especificidade (falso positivo), nao indicado amostras hemolisadas e o reagente deve ser
mantido livre de CO,

Teste de precipitacao c/sulfito de sédio 14%, 16% e 18%constabie et al, 2017

Reacdo precipitacao seletiva do sal com proteinas de alto peso molecular
Determinacao grosseira da concentracao de IgG
% alta de bezerros classificados erroneamente com FTIP



Teste de Coagulacao do Glutaraldeido

Teste de coagulacao do glutaraldeido
(sol.glutaraldeido 10%)

Teor de Igs Reacdo de Coagulagao
RUMINANTES (incubagdo de 1h)

<400 mg/dL -
400-600 mg/dL  Parcial
>600mg/dL +

Baseia-se no principio de que a solucao de glutaraldeido em
baixas concentracdes origina complexos insolUveis com Igs,
resultando em cogulacao da mistura (também forma
complexos insollveis com o fibrinogénio)

REACAO POSITIVA
Coagulacao firme (ndo se desloca quando o tubo é inclinado)

Teor de Igs Reacdo de Coagulagao
EQUINOS (incubagcao de 1h)

>800mg/dL Coagulacao aos 10 minutos
400-800 mg/dL Coagulacao aos 60 minutos
< 400 mg/dL Auséncia de coagulacao



Fibrinogénio N L

5% das proteinas plasmaticas
Maior concentracao entre as PFAS

Refratometria

Mede-se a concentracao de proteina plasmatica antes e ap0s a precipitacao do
fibrinogénio por aquecimento a 56°C por 10 minutos

# leituras = teor de fibrinogénio
Método factivel para deteccao hiperfibrinogenemia



Hiperfibrinogenemia

Desidratacao

#HAumento relativo e absoluto

PP:Fib> 15 = Desidratacao
PP:Fib< 10 = Aumento real do fibrinogénio

PP/Fib= PP (g/dL)
Fib (mg/dL)/.1000
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Exemplo 1:

Proteina total — 8.0g/dL
Fibrinogénio — 200 mg/dL

Exemplo 2:
Proteina total — 7.0 g/dL
Fibrinogénio — 800 mg/dL



Hiperfibrinogenemia

Desidratacao

#HAumento relativo e absoluto

PP:Fib> 15 = Desidratacao
PP:Fib< 10 = Aumento real do fibrinogénio

PP/Fib= PP (g/dL)
Fib (mg/dL)/.1000

Proteina de fase aguda Positiva

Reducao — Coagulacao Intravascular
Disseminada

Aumento- Processos Inflamatorios

Ruminantes é interpretada em associacao com
o hemograma, elevacao acentuada

Equinos, aumento discreto

Caes e gatos, aumento é inconsistente com
inflamacao
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