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Para avaliar a concentrac¢ao sérica de proteinas de ovinos
experimentalmente intoxicados por Ipomoea asarifolia,
quatro grupos de cinco animais receberam dieta com
inclusdo de 25% (G1), 50% (G2), 75% (G3) e 100% (G4)
da planta em substituicBo ao Pennisetum purpureum.
Amostras de sangue para proteinograma foram colhidas
em sete momentos (M): antes do inicio do fornecimento
de 1. asarifolia (M1), cinco (M2), dez (M3), 15 (M4), 20
(MS), 25 (M6) e 30 (M7) dias apds o inicio do tratamento.
A concentrag@o sérica de proteina total (PT) foi obtida por
meio de espectrofotometria e as fragdes protéicas
mediante eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE). Detectou-se 29 a 31 proteinas no tragado

RESUMO

densitométrico, com pesos moleculares variando de
19.160 a 250.000 Daltons (Da). Notou-se redugio do teor
de transferrina e aumento de a,-glicoproteina acida em
ovinos que ingeriram 75% e 100% da planta,
imediatamente antes de morrerem. Também se constatou
diminui¢@o dos teores de IgG de cadeia pesada em M3 e
M4 do G3, bem como de IgG de cadeia leve em M2, M3 ¢
M4 desse mesmo grupo, sugerindo interferéncia na
resposta imune dos ovinos intoxicados, especialmente
naqueles com maior percentual de inclusdo da planta na
dieta. Concluiu-se que essas proteinas podem ser
utilizadas como indicadores auxiliares no diagnoéstico de
intoxicagao por |. asarifolia.

PALAVRAS-CHAVE: Ipomoea asarifolia; ovinos; plantas toxicas.

SERUM PROTEIN CONCENTRATION OF SHEEP EXPERIMENTALLY
POISONED BY Ipomoea asarifolia

In order to evaluate the serum protein concentration of
sheep experimentally poisoned by Ipomoea asarifolia,
four groups of five animals received diet with inclusion of
25% (G1), 50% (G2), 75% (G3) and 100% (G4) of the
plant replacing to Pennisetum purpureum. Blood samples
for serum protein concentration evaluation were collected
at seven moments (M): before of the I. asarifolia supply
(M1), and five (M2), ten (M3), 15 (M4), 20 (M5), 25
(M6) and 30 (M7) days after |. asarifolia supply. The
serum concentration of total protein (TP) was measured
through spectrophotometry and the protein fractions by
means of eletrophoresis in poliacrylamide (SDS-PAGE).
Twenty-nine to 31 proteins were detected by
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ABSTRACT

densitometric tracing, with molecular weights varying
from 19,160 to 250,000 Daltons (Da). Reduction of the
transferrin concentration and increase of acid o;-
glycoprotein level were verified in sheep that ingested
75% and 100% of the plant, immediately before dying.
Also, reduction of concentration of IgG heavy chain was
evident in M3 and M4, in G3 animals, as well as the level
IgG light chain in M2, M3 and M4 of this group,
suggesting interference in the immune function in
poisoned sheep, especially in those with higher level of
the plant on the diet. It is inferred that these proteins can
be utilized as auxiliary indicators to diagnose intoxication
by I. asarifolia.
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INTRODUCAO

Ipomoea asarifolia, popularmente conhecida
como salsa, ¢ uma planta téxica pantropical, com
ampla ocorréncia no Brasil, principalmente nas
regides Norte e Nordeste (DOBEREINER et al.,
1960; AUSTIN & CAVALCANTI, 1982). E
abundante na regido dos Lengois Maranhenses,
onde permanece verde durante todo o ano,
atuando, em algumas areas, como barreira natural
ao deslocamento das dunas (CHAVES, 2009). E
considerada causa da sindrome tremorgénica em
ruminantes, doenca caracterizada por alteragdes
neurolédgicas, como desequilibrio motor, tremores
musculares, incoordenacao, excitabilidade, queda
e morte (TOKARNIA et al., 2002; GUEDES et al.,
2007; ARAUJO et al., 2008). E provavel que a
ingestdo dessa planta seja responsavel pela
indugdo de perturbagdes na neurotransmissdo pela
interferéncia em mecanismos bioquimicos ainda
ndo esclarecidos (BARBOSA et al., 2005).

As proteinas de fase aguda constituem um
grupo de glicoproteinas sintetizadas
principalmente no figado, sendo sua producdo
estimulada por citocinas especificas, liberadas por
leucocitos e macrofagos, com rapidas elevacdes de
suas concentragdes séricas em condi¢Oes
inflamatorias. Essas proteinas regulam a resposta
inflamatoria local e, na circulagdo sanguinea,
induzem efeitos sistémicos como febre e outras
alteracdes metabolicas (DINARELLO, 1984;
KENT, 1992), além de desempenharem diversas
fungdes durante a fase inflamatodria e a reparagdo
tecidual. Assim, pode ser util no diagnostico,
progndstico e monitoramento terapéutico de
doengas em animais domésticos. Essas proteinas
sdo classificadas como positivas, representadas
pela ceruloplasmina, fibrinogénio, proteina C-
reativa, antitripsina e haptoglobina, e como
negativas — prealbumina, albumina e transferrina
(KANEKO et al., 2008).

A imunidade adquirida por animais que
ingerem sementes de Ricinus communis ou Abrus
precatorius em doses crescentes, tornando-os
resistentes a ingestdo de quantidades multiplas das
doses letais (TOKARNIA et al., 2000), sdo
exemplos que podem ser mencionados como
indicadores de que algumas plantas toxicas podem
induzir reagdo imune. Segundo SOHNI & BHATT
(1996) e ZHANG (2004), diversas plantas podem
ter atividades relacionadas ao sistema imune,
estimulando-o ou suprimindo-o em niveis
terapéuticos ou toxicos.

548

No presente trabalho, objetivou-se avaliar o
proteinograma de ovinos intoxicados
experimentalmente com |. asarifolia, obtido em
gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE), visando propiciar subsidios
laboratoriais ao diagndstico e controle da
intoxicacao.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 20 ovinos deslanados
clinicamente sadios sem padrdo racial definido,
machos e fémeas, com seis a nove meses de idade
e peso entre 17 e 23 kg, obtidos de rebanhos
particulares do municipio de Paulino Neves-MA,
localizado na regido dos Lengois Maranhenses. O
estudo foi aprovado pela Comissio de Etica e
Bem-Estar Animal da FCAV/UNESP (parecer n°
013596-08).

Os ovinos foram distribuidos aleatoriamente
em quatro grupos com cinco animais cada, os
quais foram submetidos aos tratamentos
apresentados no Quadro 1. Foi estabelecido um
periodo de pré-experimento de oito dias, no qual
os animais foram vermifugados com ivermectina
(Ivomec® Solucdo Oral, Merial Saude Animal,
Sdo Paulo-SP.), em dose oral recomendada pelo
fabricante. Neste periodo, a alimentagdo consistiu
de capim-elefante (Pennisetum  purpureum)
triturado, sal mineral e agua a vontade. Caules,
folhas e flores de I. asarifolia foram triturados e
formulados como forrageira para fornecimento aos
ovinos em diferentes niveis de substituicdo ao
capim elefante.

Quadro 1. Percentual de inclusdo de Ipomoea
asarifolia e Pennisetum purpureum na dieta
fornecida aos ovinos

Ipomoea Pennisetum
Grupo asarifolia purpureum
% %
1 25 75
2 50 50
3 75 25
4 100 0

Amostras de sangue foram obtidas em sete
momentos, com intervalos de cinco dias. As
colheitas foram realizadas imediatamente antes do
fornecimento de |. asarifolia (M1) e cinco (M2),
dez (M3), 15 (M4), 20 (M5), 25 (M6) e 30 (M7)
dias apods o inicio do consumo do vegetal.

O teor de proteina total foi determinado pelo
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método do biureto e o de albumina pela técnica do
bromocresol, utilizando-se conjunto de reagentes
comerciais (Labtest, Labtest Diagnostico S.A.,
Lagoa Santa, MQ) e leitura em espectrofotdometro
(Labquest mod. E-225-D, Labtest Diagndstico
S.A., Lagoa Santa, MG), em comprimento de onda
especifico. O proteinograma sérico foi obtido pela
técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE),
conforme método descrito por LAEMMLI (1970).
Apo6s o fracionamento, o gel foi corado durante
duas horas em solu¢do de azul de coomassie; em
seguida, foi descorado em solucdo de metanol e
acido acético. As concentragdes das proteinas
foram determinadas em densitometro
computarizado (Densitometer CS9301-Shimadzu,
Tokyo-Japan). Como referéncia foi utilizada
solu¢do marcadora (Sigma Marker, Wide Range —
Saint Louis, USA) com diversos pesos
moleculares, variando de 6.500 a 200.000 daltons,
bem como as proteinas purificadas IgG,
haptoglobina, o;-antitripsina, ceruloplasmina e
transferrina.

Para analise estatistica empregou-se o
programa computacional Statistical Analysis
System (SAS — versdo 9.1) As comparagdes das
médias foram feitas pelo teste Duncan a 5% de
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significancia (P< 0,05).
RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 20 ovinos, somente dois, pertencentes
ao G1, permaneceram vivos até 30 dias apds o
inicio do experimento. Os sinais clinicos de
intoxicacgdo surgiram entre o 7° ¢ o 17° dia ap6s o
inicio da ingestdo de 25% da planta (G1); entre o
4° e o 8° dia apds ingestdo de 50% (G2); entre o 2°
e 0 5° dia apos ingestdo de 75% (G3); e entre o 2°
e o 3° dia ap6s ingestdo de 100% de salsa (G4).
Ranger de dentes, hiperemia de membrana mucosa
conjuntival, excitabilidade, apatia, tremor,
desequilibrio motor e queda foram os sinais
clinicos observados nos ovinos intoxicados por I.
asarifolia. A maioria dos sinais coincide com
aqueles verificados em casos naturais da doenca,
descritos por DOBEREINER et al. (1960),
TOKARNIA et al. (2000), GUEDES et al. (2007)
e ARAUIJO et al. (2008).

A concentragdo sérica de proteina total
apresentou pequena oscilagdo, com menores
valores em M7 do G1 (Tabela 1). O teor sérico de
albumina foi menor em M3 a M6 do grupo 1 e no
M4 do grupo 4 (Tabela 2).

Tabela 1. Médias e desvios-padrao da concentragdo sérica de proteina total (g/dL) de ovinos que receberam
25% (G1), 50% (G2), 75% (G3) e 100% (G4) de inclusdo de Ipomoea asarifolia na dieta

Momento Gl QG2 G3 G4
1 8,02+0,95 7,88+0,86 " 7,90+1,06 " 7,27+0,45
2 8,39+1,224% 6,65+£2,10* 7,371,154 6,98+0,49 4%
3 7,37+0,64 % 6,69+1,124 7,50+0,76 6,36+0,13
4 7,07+0,18 A% 6,96+1,16 * 7,1240,67 6,08+0,00 **
5 6,3340,29 5 - - -
6 6,14+1,08 5 - - -

7

5,57+0,29 ¢

- Todos os animais do grupo morreram.
Valores seguidos de letras maiusculas iguais na mesma coluna e mintisculas na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de

Duncan (p>0,05).

No tracado densitométrico foram detectadas

29 a 31 proteinas, com pesos moleculares variando
de 19.160 daltons (Da) a 250.500 Da (Tabela 2).
Dentre essas proteinas destacaram-se as de fase
aguda, ceruloplasmina, al-antitripsina,
transferrina, haptoglobina e glicoproteina acida
(GRUYS et al., 1994; FAGLIARI et al., 2007),
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bem como IgG, como as mais importantes no que
diz respeito a intoxicagdo de ovinos pela salsa.
Essas proteinas permitem avaliar a resposta imune
dos animais e auxiliar no diagnostico de diversos
quadros clinicopatolégicos (FAGLIARI & SILVA,
2002; FAGLIARI et al., 2003; FAGLIARI et al.,
2006; FERNANDEZ et al., 2006).
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Tabela 2. Médias e desvios-padrao da concentragdo sérica das proteinas obtidas em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) de ovinos que receberam 25% (G1), 50% (G2), 75% (G3) e 100% (G4) de inclusao
de Ipomoea asarifolia na dieta

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7
Imunoglobulina A
Gl 20,3+24%° 28441285 18041145 2544203 284424 9924463 53,3427,6™
G2 23,6+2,7% 20,8+11,3°  36,2422,7%% 52,5456 ) ) ]
G3  342+132°% 19,7611,7°*  29,3+132% 31,540,444 ) ) ]
G4  44,0+20,045® 14,143,7° 48,7+7,7482 54,140,0 ) ) ]
Ceruloplasmina
Gl 28,3+4,4 5 32,4+13,94% 19,247,3 4 21,0+8,84° 2144268 51743445 32,017,670
G2 304£134% 32,3+6,3 26,7+7,6°* 14,503 24 ] ) ]
G3  544£214"  30,6+12,24° 23,243,6"° 29,5+12,7 4 - _ i
G4 54,0£11,6™ 22,9+5,5% 22,942,24 26,120,0 ) ] ]
Transferrina
Gl 321208 ™ 304413945 4224134 437£109™ 358+78 A 3511174 3274414
G2 410694 254+1058° 389+108 A® 45946972 - } i
G3  431x60™ 37996 4P 357460 3894784 - - -
G4 449x169™ 458+177™% 3974664 18305 - - .
Albumina
Gl 4.432+476™ 4.565+391%  3.969+354%°  3.725:96%"  3.120+307%°  2.846+608 %! 2.485+123 4
G2 4.132+669 " 3.468+£988 B 3.48745607*  3.584+644 "% - - .
G3  4.038+581°%  3.817+560%%  3.983+4717  3.575+611% - - -
G4 3773185 37553+152%  3.7514339M 379440 - - -
a,-antitripsina
Gl 308+50 % 298+43 4 2644454 2654394 2704694 270+74 4 24140
G2 307435 238441 " 237446 3084504 - - -
G3 28136 27744444 257480 A 2714604 ) ) )
G4 281458 % 29137 240414 42 260040 ) ] _
Imunoglobulina G (cadeia pesada)
Gl 1.370s321™ 1.577+492 4 132542324 1.341£172%% 1.289£153™  1.349+292%*  1.302+270
G2 1.384x174™ 1.349+500** 127243263 1.261+195% - - }
G3  1.5534286™ 14134275 14624127™  1.616+22™ - - -
G4 1.374x233% 1.1574270 % 965+159 % 8360 - - -
Imunoglobulina G (cadeia leve)
Gl 846+263™ 9634324 ™ 7972274 747410848 7312704 6324165 642461 A
G2 949424042 7403424 7134207 A2 6304113 B ) ) ]
G3 8822474 8294236 881106 907+1324% - - .
G4 740£l61™ 6614208 * 443+124™ 4010 - - -
continua...
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continuagao.
M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7
Haptoglobina
Gl 20,245,224 27,6+4,54 22,4+8,3 4 22,2+6,8* 19,4£10,9% 18,942,8%  26,8+5,0™
G2 20,5112 23,8+9,4 ¢ 22,348,314 18,746,514 } ) )
G3 17,912,344 29,9+6,94% 20,747,142 21,444,042 - - _
G4  24,8+88" 31,6+9,5* 22,2+1,34 13,9+0,0 A% - . i
o,-glicoproteina acida
Gl 52,94124% 54,1174 45,8+£19,4 36,4+18,25 44551297 49,5£41,5%  52,9+424,8
G2 57,1319 34,0179% 39,117,24° 74,5+2,9 4 - - ;
G3 45,8+18,1 51,148,548 35.6£14,84 28,8487 ] ] ]
G4 45,148,74° 49,247,848 23,3+7,24¢ 75,440,042 B} ) )
Nao identificada

Gl 234+71 A% 249+49 42 216+36A80¢ 213428 ABbe 16323 Abe 149427 A¢ 153427 Ac
G2 264224 211694 2073945 214+4] AB - . .
G3 2534774 23845744 23441948 16343 BCa ) ) ]
G4 2224394 2254214 18941 B° 14810 P ) ) i

- Todos os animais do grupo morreram.

Valores seguidos de letras maitsculas iguais na mesma coluna e minusculas na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de

Duncan (p>0,05).

A despeito de diferencas observadas entre os
grupos € 0s momentos quanto as concentragoes
séricas de Ig A, ceruloplasmina, transferrina,
albumina, IgG de cadeia pesada, haptoglobina, o;-
glicoproteina acida, IgG de cadeia leve e da proteina
de peso molecular 24.000 Da, pode-se inferir que os
ovinos intoxicados por |. asarifolia ndo apresentaram
sintomas indicativos de reagdo inflamatoria
sistémica. Essa afirmac¢do se baseia no fato de que as
proteinas  ceruloplasmina,  haptoglobina,  o;-
antitripsina e a;-glicoproteina 4cida que sdo
proteinas de fase aguda (GRUYS et al., 1994;
FAGLIARI et al.,, 2007), cujos teores séricos se
elevam ainda na fase inicial da resposta inflamatoria
(THRALL et al., 2007), tiveram seus niveis séricos
oscilando durante todo o periodo experimental.

A diminuicdo na concentragdo sérica de
transferrina, constatada no M4 do grupo 4 indica um
processo inflamatério isolado e essa redugdo ¢
considerada normal, uma vez que a proteina ¢
considerada de fase aguda negativa (TAKIGUCHI et
al., 1990; TRUMEL et al., 1996; KANEKO et al.,
1997). A concentragdo sérica de a,-glicoproteina
acida diminuiu nos ovinos dos grupos G2 ¢ G4 até
M3 e, em seguida, apresentou brusca elevacdo no
M4 desses dois grupos. Essa elevacao repentina ¢ um
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fato considerado como uma caracteristica das
proteinas de fase aguda, segundo KANEKO et al.
(2008). No estudo ficou evidente a redugdo do teor
de transferrina e o aumento da concentragdo de a,-
glicoproteina acida em ovinos que ingeriram 75% e
100% da planta, imediatamente antes de morrerem.

Quanto aos teores séricos de IgG de cadeia
pesada, notou-se diminuicdo em M3 e M4 nos
animais do grupo 4, bem como de IgG de cadeia
leve em M2, M3 ¢ M4 nos ovinos desse mesmo
grupo, sugerindo uma interferéncia na resposta
imune dos ovinos intoxicados, especialmente
naqueles com maior nivel de inclusdo de salsa na
dieta.

A concentragdo sérica da proteina com 24.000
Da aumentou no M2 do grupo 1 e diminuiu no M4
dos grupos 2 e 3, bem como nos M3 e M4 do grupo
4, indicando que o percentual de inclusdo de I.
asarifolia na dieta dos ovinos influenciou a dindmica
dessa proteina ao longo do experimento. Na
literatura ndo ha relato de constatac@o dessa proteina
em ovinos, tampouco de sua fungdo. Os resultados
indicam que parece se tratar de uma proteina de fase
aguda negativa.
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CONCLUSOES

O modelo experimental permitiu reafirmar a
toxicidade da |. asarifolia em razio das elevadas
taxas de morbidade e de mortalidade verificada nos
ovinos alimentados com a planta. Ademais, esta
pesquisa caracterizou a cinética das proteinas séricas
de ovinos intoxicados por I. asarifolia, propiciando
subsidios laboratoriais auxiliares tteis no diagnostico
e progressdao da intoxicagdo, destacando-se a a;-
glicoproteina 4acida e a transferrina. A primeira
apresenta maior valor diagnostico devido a
precocidade, pois sua concentracgdo sérica diminui no
inicio e so eleva-se nos momentos terminais, quando
o prognostico pode ser considerado desfavoravel.
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