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Procedeu-se ao estudo do proteinograma de cdes normais e

de cdes com sarna demodécica, pelo método do fracionamento eletroforético
em “Cellogel”. H& variacdes individuais no numero das fracdes protéicas,
e para o céalculo do valor relativo foram consideradas cinco (5) frac¢des albu-
mina, ai, ai, fi e y globulinas; o valor de az, ft e y foi obtido pela soma

dos seus componentes.

Nos animais com sarna demodécica ha um aumento de m, (i ou y glo-
bulinas dependendo da gravidade da lesdo da pele.

Unitermos: Eletroforese*;
Céaes *; Sarna demodécica *.

Acetato de celulose*;

Proteinas séricas*;

INTRODUCGCAO

A sarna demodécica constitui uma afec-
cdo relativamente frequente em Clinica
Veterinaria. O agente etiol6gico Demodex
(LEYDIG, 1844), se estabelece ini-
cialmente nos foliculos pilosos donde, por
contiguidade, se infiltra nos noédulos lin-
faticos. Nos casos mais avancados a dis-
seminacdo se faz por todo o organismo
através dos vasos linfaticosV2 Atinge
principalmente os cées jovens de 2 meses
a 3 anos de idade, afetando todas as ra-
cas, independente do sexo,

canis

manejo, etc.

Segundo COPEMAN & CAAFAR 7 (1967)
as reagles dermatoldgicas tipicas da sarna

demodécica sdo uma resposta alérgica ao
parasita ou aos produtos do parasita.
WALTON (1966) cita essas mesmas rea-
¢Oes como sendo do tipo inflamatério. BA-
KER12 (1969, 1970) estudando a histopa-
tologia, a patogénese e a epidemiologia das
demodecoses também conclui ndo se tra-

tar de uma imune reacgdo tipica, sendo

mais préxima de uma reagdo inflamatoéria.

N&o se sabe ao certo quais as altera-
cdes que ocorrem nas proteinas séricas
dos animais afetados; o estudo dessas alte-

racbes poderia trazer subsidios que pudes-
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sem contribuir para esclarecer a patoge-
nia da sarna demodécica.

A eletroforese, como método analitico
no estudo das proteinas séricas foi inicial-
mente utilizada por TISELIUS em 1937.
A eletroforese sobre papel de filtro, que
permite a separacdo de proteinas séricas.
quando submetidas a uma corrente elé-
trica, € uma técnica relativamente simples
e tem sido amplamente utilizada no estu-
do do proteinograma em todas as espé-
cies animais. Na espécie canina sdo tam-
bém numerosos os trabalhos realizados,
quer seja em animais normais34.6.u.u,
quer em diferentes condicbes pato-
légicas 7.9.13 15 A eletroforese de protei-
nas séricas por meio da membrana de
acetato de celulose é um método mais sen-
sivel, permitindo melhor separacdo das di-
ferentes fracBes protéicas5 bem como sua
qualificacdo. N&ao h& entretanto, trabalhos
realizados na espécie canina, empregando-
-se acetato de celulose, sendo necessario
testar o método com o soro de animais
normais, para conhecer o comportamento
das diferentes fracdes.

17. 18

Os objetivos do presente trabalho séo,
portanto:

1. Estudar o proteinograma sérico de
cdes normais, utilizando-se a eletrofo-
rese em acetato de celulose “Cello-

gel”;

2. estudar comparativamente o proteino-
grama na sarna demodécica.

MATERIAL E METODOS

1. Animais utilizados

1.1. Caes normais

Foram utilizados 15 animais cuja idade
variava de 6 meses a 3 anos. N&o se levou

em consideragcdo 0 sexo e a raga. Esses
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animais procediam do Ambulatério da Fa-
culdade de Medicina Veterinaria e Zoo-
tecnia da U.S.P. onde foram levados pa-
ra a profilaxia anti-rabica, tendo sido con-
siderados clinicamente normais.

1.2. Céaes com sarna demodécica

Foram utilizados 22 animais com lesdes
localizadas ou generalizadas, de diferentes
racas, de ambos o0s sexos e a idade va-
riando de 3 meses a 4 anos. Esses animais
foram atendidos na Clinica Médica da Fa-
culdade de Medicina Veterinaria e Zoo-
tecnia da U.S.P. durante o periodo de
1970 a 1971. O diagndstico foi feito pelo
exame clinico e confirmado pelo encontro
do agente etiolégico Dcmodex canis no
raspado da pele.

Dividimos esses animais em 4 grupos |,
I, 11l e IV, de acordo com as caracteris-
ticas do processo.

Grupo | — Constituido pelos animais que
apresentavam lesdes localizadas na cabeca
(animais n.0r 1, 2, 3 e 4).

Grupo Il — Constituido pelos animais
com processo generalizado, tendo sido po-
rém recentemente acometidos.

Grupo IlIl — Constituido pelos animais
apresentando processo generalizado de evo-
lucdo crbnica (animais n.M 10 a 19).

Grupo IV — Constituido pelos animais
com infec¢cdo secundaria (animais n.°* 20,
21 e 22).

2. Coleta do material e tratamento
subsequente

O sangue foi colhido das veias safena
ou radial, com os devidos cuidados de assep-
sia, centrifugado imediatamente apdés a
coleta, para evitar hemdlise. Apds a sepa-
racdo o soro foi mantido a temperatura
de —10°C até o momento da anélise.
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3. Dosagem da proteina sérica total

A dosagem da proteina total foi feita
pelo método refratométrico, utilizando-se
o refratdbmetro Atago, onde a leitura é di-
reta e o resultado expresso em g%.

4. Eletroforese dos soros

A migracdo eletroforéticald para a se-
paracdo das fracbes proteicas foi efetua-
da sobre suporte de acetato de elulose "Cel-
logel”, medindo 25 x 17,0 cm. O apare-
lho utilizado foi o Colab Unitized Electro-
phoresis Tank.

A amostra de soro foi aplicada utilizan-
do-se o aplicador para macroanalise; em
seguida submetida a corrente elétrica de
2,5 mA por membrana, durante 60 minutos
em tampéo Veronal-Acetato de s6dio 0,03 M
com pH 86 (Oxoid Acetate Buffer). De-
pois de coradas com amido negro (amido
Schwartz 10B) e diferenciadas com so-
lucdo de metanol, dgua e acido acético, as
membranas foram desidratadas com me-
tanol durante 1 minuto e mergulhadas em
mistura de metanol, acido acético e glice-
rol por 2 minutos, colocadas sobre lami-
nas de vidro e aquecidas em estufa de 70
a 80°C, até se tornarem transparentes. A
densitometria foi feita pelo método semi-
-automéatico e as fracgdes calculadas pela
planimetria.

RESULTADOS
1. Caes normais

A analise eletroforética do soro de 15
animais revelou a existéncia das seguin-
tes fragdes: albumina, «j, globulina, 2 fra-
cOes de ai globulina, 3 a 4 fragdes de
p globulina e 1 ou 2 fracGes de y globu-
lina. A p globulina apresenta nitido po-
limorfismo, havendo inclusive componen-
tes de maior mobilidade, localizando-se en-
tre a2 e p ou entdo de mobilidade menor,
localizando-se entre fj e y quando com-
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parados com o perfil eletroforético do so-
ro humano.

Todos os animais apresentaram as fra-
¢Oes albumina ai, 2 fragBes de «2 globu-
lina, /3, /12, p3.,e yi globulinas; quatro
animais apresentaram a fragdo p.{ e cinco
animais apresentaram a fracdo y2

Para efeito de calculo adotamos o se-
guinte critério:

1. as sub-fracdes de p foram somadas e
consideradas como uma s6 fragao;

2. idéntico critério foi
fracdo vy;

adotado para a

3. apesar de, em todas as amostras ter-
mos encontrado 2 fragbes de ai glo-
bulina, consideraremos a soma das 2
fracdes.

Assim foram consideradas 5 fragbes pro-
téicas: albumina, ai, ca, p e y globulina.
Os resultados obtidos estdo representados
no quadro IlI; no quadro IlIl apresenta-
mos os valores absolutos das proteinas sé-
ricas.

2. Caes com sarna demodécica

Os resultados obtidos de 22 animais, to-
dos com lesdes ocasionadas pela sarna de-
modécica, estdo apresentados no quadro
IV. O mesmo polimorfismo das fragdes
protéicas encontrado nos animais normais,
foi também observado nos casos de sarna
demodécica. Utilizamos portanto, o mes-
mo critério na qualificagcdo das fracoes.
Os valores absolutos das proteinas séricas
nesse grupo de animais estdo apresenta-
dos no quadro V.

DISCUSSAO

O objetivo do presente trabalho foi estu-
dar as modificacBes das proteinas séricas
em animais com sarna demodécica.
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QUADRO |
Grupos de animais com sarna demodéclca, segundo raca, sexo e idade e caracteristicas
do processo.
Grupo Anr:rr:al Kaca Sexo Idade
1 Pastor aleméao M 3 a
2 Doberman M 12 m
! 3 Fila brasileiro F 6 m
4 Dalmata F 4 m
5 S.R.D. F 4 m
6 Pastor alemé&o M 10 m
1 7 S.R.D. F 18 m
8 Fox Terrier M 6 m
9 Fox Terrier F 6 m
10 Dinamarqués I 15 m
11 Dinamarqués F 15 m
12 S.R.D. F 10 m
13 S.R.D. M 10 m
14 S.R.D. F 12 m
m 15 Pastor aleméao M 20 m
16 S.R.D. M 20 m
17 S.R.D. F 12 m
18 Pastor aleméao M 18 m
19 S.R.D. M 12 m
20 S.R.D. M 3a
1\ 21 FOX F 3a
22 Fox M 12 m
Grupo | — Animais com lesdes localizadas na cabeca.
Grupo Il — Animais com processo generalizado, de evolugdo aguda.
Grupo Il — Animais com processo generalizado, de evolugao crdnica.
Grupo IV — Animais com infeccdo secundaria.

No atendimento desses casos observa-
mos frequentemente animais com lesdes
circunscritas que assim permaneciam por
muito tempo; em outros, o processo se
generalizava rapidamente, sem haver uma
resposta satisfatéria ao tratamento
tuido. Tal fato poderia ser devido a
maior ou menor resisténcia do animal ao
agente etiolégico. Interessamo-nos, assim,
em estudar o comportamento das protei-
nas séricas, principalmente a y globulina,
nos diferentes estadgios da doenca. O fra-
cionamento eletroforético das proteinas

insti-
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séricas em “Cellogel” apresenta numerosas
de filtro,

Uma das
vantagens é que permite a separacdo de
maior nimero de fracoes,

vantagens em relacdo ao papel

mais comumente empregado.

sendo um mé-
todo mais preciso 5.

A maioria dos trabalhos feitos na espé-

cie canina, foi em papel de filtro e os

valores normais encontrados6, 9 u.17 fo-
ram obtidos por esse método. Considera-

mos como animais normais, aqueles que
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QUADRO

Valores absolutos das proteinas séricas de animais normais

Animal Proteina Albumina
n.° total
1 6,4 2,70
2 7,2 3,62
3 6,6 2,98
4 58 2,79
5 71 3,01
6 6,4 2,69
7 6,7 3.76
8 7,0 3.63
9 59 3,07
10 6,8 3,38
11 6,5 3,00
12 6,6 3,30
13 6.3 2,94
14 59 2,92
15 7,0 3.44
X 6,56 3,15
s 0,42 0,32

ao exame clinico ndo apresentavam ne-
nhum sintoma da doenca.

N&o fizemos distingdo entre animais de
sexos e racas diferentes, pois, pelo menos
na espécie canina, parece ndo haver va-
riacoes fisiologicas devido a esses fatores 1K

Segundo TOMODAI18 (1963) existe uma
variacdo muito grande das proteinas séri-
cas em relacdo a idade, principalmente a
y globulina, que aumenta gradativamente:
quanto mais velho o animal, maior é a
concentracdo de y globulina. Procuramos
portanto restringir o estudo ao grupo de
animais cuja idade variava entre 6 meses
a 3 anos, grupo esse no qual estd com-
preendida a maioria dos casos de sarna
demodécica.

Os valores das proteinas séricas totais
que encontramos pela refratometria nao
difere muito dos valores encontrados por
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(NN
(9%).

«1 «2 R Yy

0,37 0,99 1,58 0,74
0,48 0,96 1,64 0,48
0,54 1,09 1,53 0,45
0,30 0,56 1,44 0,71
0,44 0,88 1,93 0,84
0,27 0,7« 1,97 0,70
0,26 0,48 1,85 0,34
0,22 0,64 1,87 0,63
0,53 0.42 1,48 0,40
0,30 0,84 1,50 0,78
0,60 1,07 1,32 0,50
0,24 0,54 2,02 0,49
0,52 0,64 1,90 0,31
0,29 0,78 1,51 0,40
0.19 0.95 161 0,81
0,37 0,77 1,68 0,57
0,11 0.19 0,20 0.16

outros autores, sendo igual ao de GENTI-
LE et al.11 (1960), bem préximo de TO-
MODA17.18 (1962, 1963), sendo porém me-
nores em cerca de 10% aos valores encon-
trados por KANEKO & CARROL 1« (1967)
e DARRASPEN et al. 9 (1961).

Na espécie em estudo as proteinas sé-
ricas mostraram ser de separacao dificil
e de coportamento individual bastante va-
riavel. Dependendo do animal, obtivemos
8 a 10 fragBes havendo evidéncias de exis-
tir maior nimero de componentes. A fra-
¢do mais heterdloga é a fracdo p, com
diversos componentes, cujos numeros va-
riam de 3 a 5. Tomando-se como referén-
cia o perfil eletroforético do soro huma-
no 5 verificamos que na espécie canina
ndo ha separacdo distinta entre as fra-
cOes /Ji e p2, pelo menos por esse método
que empregamos. Os diferentes compo-

nentes da p globulina situam-se entre as
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QUADRO V

Valores absolutos das proteinas séricas dos animais com sarna demodécica (g%).

Animal Proteina Albumina 41 -2 fi 7
n. Total
1 6,8 2.76 0,24 1.23 1,97 0,68
2 56 2,6" 0,04 0.49 1,91 0,50
3 59 2,91 0,31 0,50 1,82 0,35
4 52 1,85 0,44 0,62 1,59 0,79
5 58 2,37 0,19 0,93 1.74 0,57
K 5.7 2,23 0,54 0,54 1,96 0,44
7 7.2 2,96 0,30 0,73 2,66 0,56
S 6,6 2,82 0,85 0,91 1,51 0,50
9 6,2 2.66 0,84 0,89 1,51 0,31
10 7.2 2,74 0,23 0,55 2,36 1,32
11 71 2,38 0,24 0,55 221 171
12 7,3 2,73 0,27 0,59 3,05 0,67
13 6,8 1,39 0,41 0,87 2,29 1,85
14 7.8 2,18 0,29 1,12 2,91 1,30
15 8,0 1,59 0,62 0,86 3.52 1,41
16 7.9 2,09 0,33 0,90 3,75 0,83
17 6,2 1,14 0,12 0,61 3,66 0,68
18 58 1,23 0,05 0,25 3,64 0,63
19 8,6 2,01 0,54 0,63 4,29 1,14
20 5,6 2,15 0,30 1,65 0,99 0,51
21 9,2 2,30 0,35 2,74 2,83 0,97
22 6,0 1,76 0,48 1,59 1,30 0,87

fracbes ai e y globulinas. Estes ultimos  espécie canina e por GACEKI10 (1972) no

também apresentam comportamento va-
ridvel, ora apresentando-se como uma Uni-
ca fracdo, ora como 2 fragdes. Provavel-
mente deve-se a esse grande polimorfismo
a discordancia das denominagfes das fra-
cOes entre os varios autores 3 *.14. 17, bem
como a divergéncia no valor de cada fra-
¢do. Quando se deseja conhecer o com-
portamento detalhado de cada um dos
componentes, torna-se necessario langar
méao de outros métodos bioquimicos ou
imunoquimicos, quais sejam a imunoele-
troforeselS 19 ou eletroforese em gel de
agar

No presente estudo, consideramos ape-
nas 5 fracdes: albumina, «i, «2 P e y
globulinas, sendo o valor de <2, p e y a
soma dos valores de cada componente si-
tuado nessas faixas. Idéntico critério foi
usado por CHARY & DUFOR« (1965) na

76

estudo do proteinograma de jumentos.

o valor médio que assim obtivemos,
aproxima-se dos valores citados por outros
autores, trabalhando em papel de filtro.
Apresentamos, para efeito comparativo, no
quadro VI, os valores encontrados, bem
como os de outros autores. O menor va-
lor de y globulina deve-se ao fato de que
trabalhamos com animais, de no maximo,
3 anos de idade. Com efeito sabe-se que
a medida que o animal vai envelhecendo k*.
aumenta a concentracdo sérica de y glo-
bulina, devido a estimulos antigénicos nem
sempre caracteristicos.

Ao estudarmos o fracionamento eietro-
forético do soro de cdes com sarna demo-
décica, encontramos também o mesmo po-
limorfismo, e a separacdo dos componentes
foi muito mais dificil, principalmente na-
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QUADRO VI

Valores relativos das proteinas sérlcas segundo diversos autores.

' Fracdes Albumina al
Autor —
Nosso valor 48,10 571
Gentile e col. 48,00 7.50
Darraspen e col. 41,30 6.80
Tomoda 48,30 7.30
Chary e col. 42,90 6.80

« fi 7
11,78 25.66 S.74
9,50 22.70 12,90
12,30 2s.2Cl 11.70
8,20 22,50 13,70
8,30 27,10 14.90

queles casos em que havia aumento muito
grande de uma das fracoes.

Os valores encontrados para a albumina,
foram mais baixos do que os valores nor-
mais; em alguns casos apenas é que se
situavam dentro dos limites normais. A
menor concentracdo de albumina é facil-
mente explicada & luz dos conhecimentos
atuais: a proteina sérica total dificilmen-
te se alterae o aumento das outras
fracdes séricas se faz a custa da diminui-
¢do da albumina. Foi nos processos loca-
lizados (animais n.* 1, 2 e 3) que encon-
tramos a albumina dentro dos seus valo-
res normais, justamente porque ndo ha
alteracdo das outras fragoes.

Nos processos generalizados, observamos
diversas modificagdes no quadro protéico,
na dependéncia da extensdo da lesdo, bem
como do tempo decorrido desde o inicio
da afeccdo. Assim nos animais com le-
sBes extensas e com infeccdo secundaria,
comprovada através do hemograma (ani-
mais n.°» 20, 21 e 22) observamos um
aumento de ai globulina. Era de se espe-
rar que houvesse esse aumento, pois em
todos os processos inflamatérios agudos 9. 1*
quer infecciosos ou ndo, ha um aumento
da fracdo 02. independente da espécie ani-
mal. Os animais 8 e 9 n&o apresentavam
sinais clinicos de infeccdo secundéria; ob-

servamos entretanto, aumento de < e 02
globulinas, o que nos fez suspeitar da exis-
téncia de uma infeccdo inaparente,
firmada pelo hemograma. Ja nos animais
que apresentavam processo generalizado,
com lesdo extensa da pele, lembrando uma
dermatite atépica ou seborréica, houve um
aumento da fi globulina, com excessédo dos
animais 8 e 9.

con-

O aumento da fracdo fi nas afecgdes cro-
nicas da pele ja havia sido relatado por
PARTHASARATY & CHANDRASCK-
RAN'« (1964) e por VERSTRAETE et
al. 19 (1966). Quanto maior o valor de /,
mais dificil foi a visualizagdo das sub-
fracBes ou seja. dos diferentes componen-
tes da fracdo. Com efeito, formava-se um
bloco compacto em forma de nédulo, ha-
vendo, inclusive o comprometimento da y
globulina, que se tornava de dificil sepa-
racdo; VERSTRAETE et al.’* (1966) ao
estudarem diversos processos de pele, tam-
bém encontraram essa formacdo e a de-
nominaram de “Knot shape”. Observamos
essa caracteristica nos animais n.“* 14, 15
16. 17 e 18.

A y globulina manteve-se nos
normais nos processos localizados e nos
generalizados, porém recentes; em alguns
animais com processo crénico houve um
aumento (animais n.* 10, 11. 13. 14 e

limites

7
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15), em outros a y globulina se manteve
dentro dos limites normais. O aumento
de y globulina na sarna demodécica tam-
bém ¢é citado por VERSTRAETE et al. 1l
(1966) sem especificar porém, quando po-
deria ocorrer esse aumento.

H& portanto nos processos generalizados,

duas possibilidades: aumento da » globu-
lina acompanhado do aumento de y glo-
bulina, ou aumento exclusivo de » globu-

lina. N&o ha diferenciacdo dos processos
em relacdo ao aumento de uma ou de
ambas as fracOes; trata-se provavelmente
de uma variagcdo individual, havendo uma

resposta diferente para o mesmo estimulo.

Eletroforese em acetato de celulose das pro-
Med. vet.

E interessante observarmos o comporta-
mento das proteinas séricas nos animais
n.°» 8 e 9, em que se evidencia um aumen-
to de a, e 02 globulinas e nos animais 10
e 11, em que h4d um aumento de » globu-
lina. Os animais 8 e 9 sdo da mesma pro-
le, o0 mesmo ocorrendo com os animais 10
e 11. Animais consanguineos podem res-
ponder de maneira idéntica a um deter-
minado processo, podendo também haver
predisposi¢cdo hereditaria a adquirir a sar-
na demodécica. Seria entretanto neces-
sario o estudo de maior numero de casos
para podermos chegar a uma conclusdo
mais exata.

Foto n.° 1 — Perfil eletroforético do soro de animal normal (animal n.° 07).
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Foto n.° 2 — Perfil eletroforético do soro de animal com sarna demodécica generalizada.
Observa-se o aumento da fracao fi e y giobulinas (animal n.° 19).

Foto n.° 3 — Perfil eietroforético de animai com sarna demodécica generalizada com infeccdo
secundéaria. Observa-se o aumento da m globulina (animal n.° 20).
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CONCLUSOES 4. nos cédes com sarna demodécica, ha
as seguintes alteracbes no quadro
Os resultados obtidos com o material e protéico:

a metodologia empregados nos permitem

concluir: 4.1. nos processos generalizados ha um

aumento de /} globulina e de y glo-

1 O numero de proteinas séricas na bulina, isoladamente ou em conjun-
espécie canina, separadas por ele- to;
troforese em “Cellogel”, varia em
torno de 8 a 10, evidenciando uma 4.2. com o aumento de p globulina, tor-
variacdo individual; na-se ainda mais dificil a separacdo

~ . . das subfracdes, formando-se um blo-

2. a fracdo p globulina é a que apre- o
senta maior polimorfismo; co unico;

3. nos animais normais, quando conside-  4.3. nos processos localizados ndo ha al-
ramos a soma das fracBes; agru- teracdo da composicdo da proteina
pando-as em albumina, ai, <2 p e sérica;

y globulinas, ndo ha diferengas com
os valores obtidos pela eletroforese 4.4. em nenhum caso ha alteragdo da
em papel por outros autores; proteina sérica total.
RFMV-A/7

Hagiwara, M. K. & Germano, P. M. L. — Electrophoresis of serum protein

mwith cellulose acetate. Studies on normal dogs and with demodetic

mange. Kev. Fac. Med. vet. Zootec. Univ. S. Paulo, 11:69-81, 1974.

Summary: It was realized a comparative research about serum pro-
teins from normal dogs and from dogs with demodetic mange by the
method of eletrophoretic fractionation in "Cellogel”.

There is an individual difference in the number of protein fractions and
for the percentage calculation it was considered 5 (five) fractions, that
ares albumin ai, at, P and y globulin.

The at, p and y fractions were obtained by the sum of their compo-
nents. The animals with demodetic mange presented an increasing of a*
p or y on dependence of the skin lesion degree.

Uniterms: Electrophoresis*; Serum proteins*; Dogs*; Demodetic
mange *.
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