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1. INTRODUCAO

A medicina veterinaria esta muito além de apenas o cuidado da saude animal estando
totalmente relacionada com a saude humana. Tem sido muito voltada aos aspectos
populacionais e preventivos e muitas taticas utilizadas para o combate de enfermidades em
populagbes humanas (PFUETZENREITER; ZYLBERSZTAJIN; AVILA-PIRES, 2004). A
salde publica veterinaria desempenha diversas fungdes na saude publica humana que
obedecem a vasta comunhdo de interesses existentes entre a Medicina Veterinaria e a
Medicina Humana e oferecem a oportunidade de uma proveitosa interagao entre ambas.

A Gastroenterite canina é classificada como uma zoonose e € das casuisticas mais
comuns na clinica médica veterinaria. Os principais sintomas que 0s animais apresentam sao
vomito, diarréia, desidratacdo, falta de apetite e apatia, mas 0 que faz se caracterizar como
uma gastroenterite € o animal ter vomito e diarréia concomitantemente. E a origem desta pode
ocorrer atraves de varias fontes, sendo estas alérgicas (alimentos, medicamentos, etc.), por
injarias fisicas, parasitas intestinais, bacterianas e virais. Entre essas fontes, desde 1970, a
mais comum € a viral em cdes com menos de seis meses de idade e estdo entre as principais
enfermidades da espécie canina que sdo responsaveis por indices consideraveis de morbidade
e de mortalidade em cdes de todo o mundo (BAGGINI, 1991; HOSKINS, 1997). A
parvovirose juntamente com a coronavirose sdo as principais causas das gastroenterites e
enterites virais em cées. Estas podem se apresentar sozinhas ou unidas, sendo a infec¢édo dupla
favorecida pela superposicdo dos mecanismos patogénicos de ambos os virus (APPEL, 1988).

A saliva é um fluido oral que contém uma abundancia de moléculas, sendo néo-
invasiva, de facil coleta e com 0 minimo de desconforto para o animal, com grande potencial
para 0 monitoramento geral da saude e doenca, com enormes valores de prognasticos.

Portanto, o principal objetivo do presente estudo e a analise da presenca e
quantificacdo da IgA salivar e sérica de cdes acometidos com gastroenterite e compara-la com
caes saudaveis e verificar assim, se esta biomolécula pode ser de elei¢do para o diagnostico
desta doenca, além analisar os padrdes hematologicos e bioquimicos séricos, confirmando se

estes representam como padrdes de diagndstico diferencial para estas doencas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Medicina Veterinaria e Salude Publica

A pratica veterinaria tem sido muito voltada aos aspectos populacionais, preventivos e
muitas taticas utilizadas para o combate de enfermidades em populagdes humanas foram
contribuicbes prestadas pela Medicina veterinaria (PFUETZENREITER; ZYLBERSZTAJN;
AVILA-PIRES, 2004).

As préticas da cura dos animais que se tem conhecimento foram descritas nas antigas
civilizagbes da Suméria, Egito e Grécia, com referéncias a curandeiros de animais antes da era
cristd. Esse tipo de ocupacdo acompanhou o surgimento da civilizagdo urbana, pois
dependiam da habilidade das populacdes rurais em produzir alimentos em quantidade
suficiente para sua subsisténcia, fazendo uso da forca animal. Ao lado do tratamento médico,
cirtrgico e obstétrico individual, duas outras taticas eram aplicadas localmente para o controle
das enfermidades animais, 0 emprego da segregacdo dos animais sadios e doentes
(quarentena) e sacrificio dos animais doentes (SCHWABE, 1984).

Em 1762 houve a criacdo da primeira escola de veterinaria, pois houve um grande
problema econdmico, pois uma enfermidade atingiu um grande nimero de animais na Europa.
Com isso houve o estabelecimento de centros de tratamentos veterinario, primeiro ligado a
escola, depois como servico separado (SCHWABE, 1984).

Nos anos 80 do século XIX houve a “revolucdo microbiologica” como resultado da
compreensdo das formas de contégio, que forneceu a base para uma nova abordagem para a
investigacdo de doencas na busca e identificacdo de seus agentes etioldgicos, através dos
seguintes nomes, Pasteur, Chauveau, Koch e Salmon. Foram iniciados programas de acdes
governamentais no combate as infeccGes dos animais de fazenda. Durante essa fase houve
grande sucesso no controle de doengas, o que abriu a possibilidade para a criacdo de animais
em producdo intensiva. Nessa fase, foi introduzida outra tatica para a prevencao e controle de
enfermidades que consiste em acdes populacionais como o diagnostico, a imunizagdo e a
terapia em escala populacional, além de alguns procedimentos em ecologia aplicada como o
controle de vetores (PFUETZENREITER; ZYLBERSZTAIN; AVILA-PIRES, 2004).

O inicio das atividades da Medicina Veterinaria em Saude Publica ocorreu no século
XIX, na industria da carne. Robert Von Ostertag na Alemanha e Daniel E. Salmon nos
Estados Unidos da América deram inicio ao que se conhece atualmente como prote¢do dos
alimentos (SALUD, O. M. D. L., 1975). O incremento da pesquisa médica comparada no



13

final do século XI1X propiciou uma forte ligagdo entre a Medicina Veterinaria e a Medicina
Humana e influenciou o desenvolvimento de uma tradicdo educacional em algumas escolas de
veterinaria mais intimamente ligada aos interesses da Medicina Humana que da agricultura
(SCHWABE, 1984). Apds a Segunda Guerra, se caracterizou pelo trabalho voltado para a
populagdo com o uso da epidemiologia no desenvolvimento de programas de controle de
zoonoses pelas agéncias de saude publica (SCHWABE, 1984). Em 1946, a conferéncia de
estruturacdo da Organizacdo Mundial de Saude recomendou a criacdo de uma secdo de saude
veterinaria, que foi estabelecida em 1949.

A formacdo recebida pelo medico veterinario estd em harmonia com o conceito de Salde
Publica, que considera todos os fatores que determinam a salde coletiva, sem limitar-se as
necessidades do individuo. As atividades da Saude Publica Veterinaria, citadas sdo: as
zoonoses, a higiene dos alimentos e os trabalhos de laboratdrio, de biologia e as atividades
experimentais. O informe assinala que a luta contra as zoonoses se constitui em uma das
principais atividades da saude publica veterinaria. (SALUD, O. M. D. L., 1957). Esta
desempenha diversas funcdes que obedecem a vasta comunhao de interesses existentes entre a
Medicina Veterinaria e a Medicina Humana e oferecem a oportunidade de uma proveitosa
interacdo entre ambas. Como profissdo cruzada, a mesma apresenta natureza interdisciplinar,
voltando-se simultaneamente para ambas as direcGes: os seres humanos e 0s animais
(PFUETZENREITER; ZYLBERSZTAJN; AVILA-PIRES, 2004). A producdo de proteinas
de alto valor bioldgico para consumo humano em quantidade suficiente é resultado do sucesso

da Medicina Veterinaria em manter economicamente sob controle as doengas animais.

2.2. Gastroenterite canina

Doencas gastroentéricas compdem grande parte da casuistica da clinica médica de
pequenos animais, cujos sinais clinicos tipicos sdo evidenciados através de vomitos e diarreias
(BURROWS; BATT; SHERDING, 1995). Desde 1970, as enterites virais sdo consideradas
uma das causas mais comuns de diarreia infecciosa em cdes com menos de seis meses de
idade, estdo entre as principais enfermidades da espécie canina e sdo responsaveis por indices
consideraveis de morbidade e de mortalidade em cées de todo o mundo (BAGGINI, 1991,
HOSKINS, 1997). Os fatores que fazem com que haja maior predisposi¢cdo nos animais
jovens sdo muitos: grande numero de células em divisdo celular, presenca de parasitas
intestinais e de um incompleto desenvolvimento do sistema imunolégico (BRUNNER;
SAWANGO, 1985). Alguns estudos epidemiolégicos envolvendo a sensibilidade de algumas
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racas a infeccdo pelo parvovirus revelaram uma maior morbidade das ragas Rottweiller e
Doberman, com quadros clinicos mais graves (GLICKMANM et al., 1985).

Nos altimos 30 anos a parvovirose emergiu como a causa principal de gastroenterite
em cdes. A infeccdo tem sido relatada em vérias partes do mundo e ela continua como uma
séria ameaca a populacdo canina apesar da presenca de vacina (CARMICHAEL, 2005). O
parvovirus, dentre os virus de tropismo digestivo, vem sendo o mais importante agente
etioldgico das afeccdes digestivas, responsavel por altas taxas de morbidade e mortalidade no
interior de coletividades, estando a alta frequéncia relacionada com a grande resisténcia do
virus no meio externo (POLLOCK; CARMICHAEL, 1990). Ja a coronavirose canina,
presente em canis, ndo conduz a altas taxas de mortalidade, embora esteja mais difundida que
a parvovirose. Entretanto, a infeccdo dupla é favorecida pela superposicdo dos mecanismos
patogénicos de ambos os virus (APPEL, 1988).

A alergia alimentar, medicamentosa, pela ingestdo de qualquer substancia ou objeto
estranho sdo causas comuns que também podem gerar a gastroenterite canina. Ha casos em
que cées ingeriram cogumelos toxicos, por exemplo, a espécie Amanita causam 0s sinais da
gastroenterite e em seguida disfuncdes hepaticas graves e insuficiéncia renal (COPE, 2007,
PUSCHNER, 2007; MAGDALAN et al., 2010). Os sinais irdo depender da quantidade e da
quantidade que o animal ingeriu (COPE, 2007).

Os sinais clinicos da infeccdo sdo tipicos e o diagndéstico clinico da infeccdo é apoiado
por exames sanguineos nos quais predomina intensa leucopenia. No entanto, existem outros
agentes causadores de gastrenterite e que frequentemente induzem erro no diagndstico e,
consequentemente, podem sub ou superestimar a prevaléncia da parvovirose em relacdo a
outras enfermidades com sinais clinicos semelhantes (STROTMANN et al., 2008).

O diagnostico precoce e definitivo da etiologia das gastroenterites caninas torna-se
essencial para o tratamento e controle da disseminagdo do agente etiologico, principalmente
se 0 coronavirus estiver envolvido, e para a alocagdo adequada de cées com outras infeccoes
gastroentéricas (STROTMANN et al., 2008). Na maior parte o diagnostico € clinico, onde os
médicos veterinarios observam os sinais clinicos e complementam e fecham o diagndstico
com o resultado hematoldgico. Além destes podem tambeém incluir o tempo de replecao
capilar que se apresentard aumentado. Recentemente foi referido que o aparecimento
repentino de diarreia hemorragica em cdes com menos de dois anos de idade, € fortemente
indicativo da infeccdo pela cepa do parvovirus-2 (MCCAW,; HOSKINS, 2006). O teste de
coagulacdo podem também estar alterados, no caso de infeccdo viral podem apresentar

aumento de tromboplastina parcialmente ativada e diminuicdo da atividade da antitrombina 11l
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(MCCAW,; HOSKINS, 2006). O dado radiogréafico apresenta sinais inespecificos, como a
presenca de gas e acumulo de liquido (HALL; GERMAN, 2005).

Existem métodos de diagndstico que conseguem caracterizar o agente causador. O
teste Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) fecal é considerado como tendo uma boa
especificidade, embora seja mais sensivel nos primeiros 7 a 10 dias, pois é neste periodo que a
excrecdo viral é maior (HALL; GERMAN, 2005; MCAW; HOSKINS, 2006). Este teste é
usado como meio de diagnostico de primeira linha, uma vez que constitui uma forma eficaz,
rapida e ndo dispendiosa de chegar ao diagnostico definitivo (SELLON, 2005). Tem como
limitacdes o fato de ndo diferenciar as cepas patogénicas da cepa vacinal modificada, uma vez
que esta pode estar presente nas fezes entre 5 e 12 dias ap6s a vacinacdo (HALL; GERMAN,
2005; MCCAW,; HOSKINS, 2006). Portanto a possibilidade do aparecimento de falsos-
positivos deve ser considerada ao realizar o teste dentro deste periodo. Aumento do titulo das
IgG pode apenas indicar um contato antigo com cepa viral e a analise das IgM pode
evidenciar uma infeccdo recente, no entanto, nenhuma das titulagdes permite chegar ao
diagnostico definitivo (HALL; GERMAN, 2005; MCCAW; HOSKINS, 2006).

Outros métodos de diagnoéstico como os imunocitoquimicos detectam o virus em
cultura de tecidos, ou a microscopia electrénica que permite identificar virus em fezes ou em
tecidos, sdo raramente utilizados (MCCAW; HOSKINS, 2006). O método de PCR possui
uma alta sensibilidade e especificidade, pelo que constitui uma valiosa ajuda na distingédo
entre estirpes patogénicas e vacinais (MCCAW; HOSKINS, 2006).

2.3. Saliva

A saliva total é uma complexa mistura. E formada através das secrecdes das trés
glandulas salivares principais: par6tida, submandibular e sublingual. Porém, além destas, ha
centenas de glandulas menores espalhadas na mucosa oral (HUMPHREY; WILLIAMSON,
2001). A contribuicdo das diferentes glandulas salivares para a producdo de saliva total
depende do ritmo circadiano e do tipo de estimulagdo. Recebem inervagéo do sistema nervoso
autdbnomo. Em geral, a inervacdo parassimpética via a¢do colinérgica, provoca vasodilatacdo,
0 que aumenta a quantidade e fluidez da saliva contendo baixos niveis de compostos
organicos e inorganicos. A inervacao simpatica via acdo adrenérgica provoca vasoconstrigéo,
diminuindo o volume do fluxo salivar; porém com niveis elevados de proteinas e compostos
inorganicos, aumentando a viscosidade da saliva (PROCTOR; CARPENTER, 2007).
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2.3.1. Processo de secrecao

A producdo da saliva € um processo continuo e reflexo. Depende da quantidade de
alimentos ingerido, das condi¢es fisicas, do teor de agua e da presenca ou ndo de estimulos
(mastigacdo, olfato e visdo).

A secrecdo salivar origina-se nos &cinos das glandulas e sdo modificadas nos ductos
coletores. A composigdo da saliva modifica-se ao longo dos ductos coletores, sendo o0s

eletrolitos (Na+ e CI_) reabsorvidos pelo epitélio. As fibras nervosas vegetativas
parassimpaticas dos nervos facial e glossofaringeo terminam nas células secretoras dos acinos
das glandulas salivares e estimulam as células através dos receptores colinérgicos. Podem ser
estimulados por reflexo com a antevisdo de uma refeicdo. As glandulas salivares também
podem ser estimuladas por via nervosa simpatica ou pelas catecolaminas circulantes. Esta
forma tem pouco a ver com a atividade digestiva e esta relacionada com a salivacdo e
gotejamento de saliva (baba) em carnivoros, em pré-ataque. Ndo possuem regulador
enddcrino (http://www.angra.uac.pt/ MPA/MPA/PaginasdoMestrado/Mestrado/Fisiologia/
Pires/Fluidos-Mestrado.pdf).

2.3.2. Aspectos de desenvolvimento e morfologia das glandulas salivares

Durante a sexta e a sétima semana embrionaria, as glandulas comecam a formarem-se
como brotos ou proliferacdes compactas do epitélio da boca primitiva. As extremidades em
forma de bastdo desses brotos crescem e penetram no mesénquima subjacente. O tecido
conjuntivo nas glandulas deriva das células da crista neural. Todo o tecido parenquimatoso
(secretor) origina-se da proliferacdo do epitélio oral (MOORE; PERSAUD, 1994).

Todas as glandulas salivares possuem células acinares que séo as responsaveis pela
producdo e secrecdo salivar. Essas células contém granulos de secrecdo, sendo que nas
glandulas serosas, esses granulos contém amilase, e nas glandulas mucosas, esses granulos
contém mucina. Mas ha as que produzem secre¢Ges mistas. A glandula pardtida é uma
glandula salivar puramente serosa, enquanto a submandibular e sublingual sdo mistas, sendo
que a primeira é predominantemente serosa e a segunda, predominantemente mucosa
(CASTLE; CASTLE, 1998).

A glandula par6tida é a primeira a aparecer (inicio da sexta semana). Formam-se a
partir de brotos que surgem do revestimento ectodérmico do estomodeu (boca primitiva), que
crescem na direcdo dos ouvidos e se ramificam para formar sélidos corddes com extremidades

arredondadas. Na décima semana, esses corddes desenvolvem uma luz e se transformam em



17

ductos. As extremidades arredondadas dos corddes diferenciam-se em &cinos. A capsula e
tecido conjuntivo formam-se a partir do mesénquima circundante (MOORE; PERSAUD,
1994). As secrecGes comecam com 18 semanas (SPERBER, 1989).

Em humanos é a maior glandula salivar. Possuem dois ductos, o de Stensen, que se
abre para a cavidade oral ao nivel do segundo molar superior e o parotideo localizado entre o
arco zigomatico e o canto da boca entre o labio superior e o filtro do tragus (PROCTOR,
2006).

Em caninos é pequena e irregularmente triangular. Sua extremidade dorsal é larga e
estd dividida em duas partes por um profundo sulco que recebe a base da orelha. A
extremidade ventral é pequena e sobrepde-se a glandula mandibular. Apresenta apenas um
ducto, o ducto parotideo. Pequenas glandulas parétidas acessorias sdo as vezes encontradas ao
longo do percurso do ducto (ELLENPORT, 1975).

As glandulas submandibulares ou apenas mandibulares surgem no fim da sexta
semana. Elas se formam a partir de brotos do endoderma do soalho do estomodeu. Processos
celulares compactos crescem posterior e lateralmente a lingua em formacdo. Mais tarde,
ramificam-se e se diferenciam (MOORE; PERSAUD, 1994). Os &cinos comecam formar-se
com 12 semanas e a atividade secretora tem inicio as 16 semanas (SPERBER, 1989). O
crescimento das glandulas prossegue apds o nascimento com a formacao de 4cinos mucosos.
Lateralmente a lingua, forma-se um sulco que se fecha para constituir o ducto submandibular
(MOORE; PERSAUD, 1994).

Em humanos a glandula submandibular tem a metade do peso da parétida e esta
posicionada na base posterior da mandibula. Libera a secrecdo salivar no assoalho da boca,
préximo ao frénulo da lingua, através do ducto de Wharton (PROCTOR, 2006).

Em carnivoros é frequentemente maior do que a glandula parétida. E de contorno
arredondado, de cor amarelo-clara e circundada por uma cépsula fibrosa. O ducto mandibular
deixa a face profunda da glandula e abre-se na boca na cartncula sublingual, pouco evidente e
préximo ao frénulo da lingua (ELLENPORT, 1975).

Ja as glandulas sublinguais, aparecem na oitava semana, duas semanas depois das
outras duas glandulas salivares. Elas se desenvolvem como brotos maltiplos de endoderma
epitelial no sulco paralingual, que se ramificam e se canalizam para formar de 10 a 12 ductos
gue se abrem de forma independente no assoalho da boca (MOORE; PERSAUD, 1994).

Em humanos a glandula sublingual € a menor das glandulas salivares maiores e é
drenada por cerca de 10 pequenos ductos, denominados de ductos de Rivinus, 0s quais
desembocam no assoalho da boca (PROCTOR, 2006).
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Em carnivoros é de cor rosada e esta dividida em duas partes. A parte caudal (glandula
sublingual monostomatica) que possui um processo rostral pontudo. Seu ducto, denominado
ducto sublingual maior, acompanha o ducto mandibular e se abre ao lado do mesmo, ou une-
se a ele. A parte rostral (glandula sublingual polistomatica) € longa e estreita. Possuem varios
pequenos ductos (de 8 a 12), os ductos sublinguais menores, alguns dos quais se abrem
diretamente na boca, enquanto os outros se unem ao ducto principal (ELLENPORT, 1975).

A glandula zigomaética é encontrada entre 0s animais domeésticos, apenas nos
carnivoros (ELLENPORT, 1975). Ela situa-se na parte rostral da fossa pterigopalatina. Ela se
relaciona superficialmente com o arco zigomatico. Ela tem quatro ou cinco ductos que se
abrem préximos ao ultimo dente molar superior; o ducto maior é quase tdo grande quanto o
ducto parotideo; os demais sdo pequenos (ELLENPORT, 1975).

As glandulas menores, diferentemente das glandulas salivares maiores, ndo possuem
um ducto salivar préprio e estdo concentradas em varias regides, nas partes bucal, labial,
palatina e lingual. As maiorias das glandulas menores recebem somente inervacdo
parassimpatica (PROCTOR, 2006).

2.3.3 Funcoes

Varias funcdes foram atribuidas a saliva: a saliva é importante para manutencdo da
salde dental, da mucosa oral, dos tratos esofagial e gastrointestinal (MANDEL, 1987;
HERRERA; LYONS; JOHNSON, 1988; VALDEZ; FOX, 1991), e quaisquer alteracbes na
quantidade ou qualidade da saliva pode alterar o estado de saide (LENANDER; IHALIN;
LAEHTEENOJA, 2000). Além de outras vantagens sugeridas por Mandel (1987) como a
lavagem da cavidade oral (agregacdo, manutencdo do pH, e integridade dos dentes), a
protecdo (antibacteriana, antifingica, lubrificacdo, manutencgéo da integridade da mucosa oral,
ajuda na reparacéo tecidual oral, manutencdo do balanco ecologico oral), a excrecéo (balango
da hidratacdo). Prakophol et al. (2000), atribuiram outras funcGes, como a digestdo e a
formacdo de barreira semipermeavel bioativa que recobre a superficie oral e regula a
composicao de sua flora. Ele complementou dizendo que a saliva realiza a funcéo de protegéo
pela sua atividade microbicida e capacidade de promover a remocdao seletiva de microbios ou
aderéncia devido a muitos de seus componentes, (incluem amilases, cistatinas, proteinas ricas
em prolina, glicoproteinas ricas em prolina, anidrases carblnica, peroxidases, estaterinas,

histatinas, lactoferrina, lisozima, sIgA, mucinas e aglutinina).
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2.3.4 Componentes Salivar

A saliva é um liquido incolor, insipido, mais ou menos fluido, com um peso especifico
entre 1001 e 1009 e alcalina (porco: 7,32; cavalo: 7,56 e boi: 8,2 a 8,4). A agua corresponde a
99% da matéria total. Os compostos organicos representam 70% da matéria seca (proteinas,
mucina, compostos organicos de baixo peso molecular), o restante 30% sdo composto pelos
0s compostos inorgénicos (cloretos, fosfatos, bicarbonatos de potassio, sédio e célcio) e os
elementos figurados (leucocitos, microorganismos e células epiteliais de descamacéo)
(http://www.angra.uac.pt/MPA/MPA/PaginasdoMestrado/Mestrado/Fisiologia/Pires/Fluidos-
Mestrado.pdf).

Na saliva da maioria dos animais contém pouca ou nenhuma amilase, mas a dos
omnivoros contém a enzima o-amilase salivar, porém a quantidade no cdo e no porco contém

pequenas quantidades. Algumas aves possuem amilase salivar no papo.

2341 IgA

Uma das classes principais de imunoglobulinas (anticorpos), que protegem 0s seres
humanos contra antigenos, tais como toxinas ou virus é a imunoglobulina A (IgA). A IgA
secretora (slgA) esta presente em abundancia nas secrecdes mucosas e seus niveis em fluidos
orais servem como um componente-chave da primeira linha de defesa contra os antigenos que
causam infeccdo respiratoria superior, doenca periodontal, e carie (GRANGER; GRANGER,;
GRANGER, 2006).

A imunoglobulina A secretora (sIgA) € a imunoglobulina mais abundante nas salivas
tanto humana quanto de animais. Ela inibe a aderéncia bacteriana, neutraliza virus e toxinas, e
previne a absorcdo de antigenos na superficie da mucosa. A forma dimérica da IgA (IgA
secretora) esta ligada a outra proteina denominada peca secretora, que é produzida por células
epiteliais. Este componente facilita o transporte e impede a acgdo proteolitica sobre a IgA
(SALVI; HOLGATE, 1999). IgA quando conjugada com outras moléculas sua funcéo
antimicrobiana é aumentada. Biesbrock; Reddy; Levine (1991) sugerem que um complexo
entre MG2 e sIgA aumenta a remog¢&o microbiana da cavidade oral.

Esta imunoglobulina encontra-se predominantemente em secre¢cbes Seromucosas
como saliva, lagrima, colostro, leite, liquor, além de secre¢des traqueobrdnquicas, intestinais e
geniturinarias (RUPULO; MIRA; JUNIOR, 1998). A IgA é dentre as imunoglobulinas, a mais
presente na mucosa do trato respiratdrio saudavel, além de ser importante na defesa intestinal.

Promove fagocitose pelos receptores expressos na superficie de eosindéfilos, neutréfilos e



20

mondcitos/macréfagos, neutralizam virus em células epiteliais (SALVI; HOLGATE, 1999). A
IgA, também é encontrado no soro. IgA sérica pode funcionar como uma segunda linha de
defesa, eliminando patdgenos que tenham violado a superficie da mucosa (OTTEN; VAN
EGMOND, 2004).

Sabe-se que a superficie da mucosa do trato gastrointestinal esta repleta
foliculos organizados e antigeno-reativas de tecidos linféides, incluindo as células B,
linfécitos T, células de plasma, e outros elementos celulares envolvidos na indugdo e
manutencdo da resposta imune. O tecido linféide associado ao intestino é considerado o
principal local indutivo da mucosa para respostas imunes (STAATS et al, 1994). IgA
contribui para a exclusdo imune por complexacdo com o antigeno e limitando a sua absor¢éo
luminal (DECARO et al, 2004).

A verificagdo da presenca de imunoglobulina A nas secregdes externas, tais como saliva,
lagrima, colostro e fluidos que se encontram revestindo todas as mucosas dos tratos
respiratorios, gastroentérico e urinario, abriu novas perspectivas para o estudo. Portanto, a
saliva poderia ser usada como uma fonte alternativa ndo invasiva e indicadora da resposta

fisiologica.

2.3.5. Biotecnologia em diagnostico pela saliva na medicina humana

O uso do fluido oral como uma ferramenta para avaliacdo da salde e diagndstico para
doencas humanas e animais tem uma longa histéria (PRICKETT; ZIMMERMAN, 2010).

A habilidade de utilizar a saliva para monitorar a saide de um paciente é um desafio
bastante atraente tanto na Salde Publica quanto no desenvolvimento tecnoldgico. No entanto,
sO recentemente tem se entendido e apreciado o grau em que a saliva pode refletir o espectro
de estados de salde e doenca. Tais estados incluem niveis teciduais de substancias normais e
uma grande variedade de moléculas introduzidas no organismo por dependéncia terapéutica,
propdésitos recreativos, estados emocionais, hormonais, imunolégicos e influéncias
metabdlicas e nutricionais.

Pollace e Ceraulo (1909) relataram aglutinacdo sensivel e especifica para Micrococcus
melitensis (Brucella melitensis) no fluido oral de pacientes que foram diagnosticados com a
Febre de Malta, assim, foi demonstrado indiretamente a presenca de anticorpos na saliva.
Porém a mudanga na importancia do uso do fluido oral seguiu depois do trabalho de
Archibald et al. (1986), quando demonstraram a detec¢do do anticorpo contra o virus da

imunodeficiéncia humana (HIV) em fluido oral de pacientes que adquiriram a sindrome da
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imunodeficiéncia (AIDS). Por causa desse trabalho e/ou por causa do avanco tecnoldgico o
uso do fluido oral para ensaios, foram utilizados com sucesso em medicina humana durante
alguns anos no passado, testes de diagnostico, como por exemplo, drogas (HAECKEL;
BUCKLITSCH, 1987), imunoglobulinas [Ig] (KUGLER; HESS; HAAKE, 1992), hormonios
esterdides e ndo esterdide (AARDAL-ERIKSSON, KARLBERG, HOLM, 1998za;
COSTIGAN, GUYDA, POSNER, 1988; LAC, LAC, ROBERT, 1993) e proteinas de fase
aguda [APP] (KEUR, ABRAHAM-INPIJN, NIEW AMERONGEN, 1994; WHITENER,
TURNER, PEDERSON, 1994; PEDERSON, STANKE, WHITENER, 1995a; GRIMOUD et
al., 1998).

A presenca de proteinas do soro em humanos foi demonstrada em 1960 por Ellison;
Mashimo; Mandel (1960). Verificaram que 0s anticorpos s6 estavam presentes no fluido oral
quando estava presente no soro do mesmo paciente, concluindo que esta foi a evidéncia da
transferéncia seletiva e regular individual de proteinas séricas em saliva. Isto pode ser
parcialmente verdadeiro, mas ndo totalmente responsaveis por todos os anticorpos no fluido
oral (PRICKETT; ZIMMERMAN, 2010).

Em 1964, cinco isotipos de anticorpos (IgM, IgG, IgA, IgD e IgE) foram identificados na
amostra salivar em humanos (MARTIN, 1969) e o isotipo mais evidente foi o IgA (TOMASI,
ZIGELBAUM, 1963). A identificacdo de um componente secretor em conjunto com IgA
(SOUTH et al, 1966) e IgM (BRANDTZAEG, 1975) fornece a evidéncia para a producao
local de anticorpo (PRICKETT; ZIMMERMAN, 2010).

Outra area de uso da saliva é na deteccdo dos niveis de biomarcadores para detectar o
estresse ao realizar atividade fisica. Oliveira et al. (2010), analisaram o efeito de um teste de
esforco incremental no perfil de proteinas salivares e para determinar se a proteina C alterou-
se em resposta a tais estresses, eles tambeém mediram o limiar da alfa-amilase salivar (SAA),
proteina total salivar, o lactato sanguineo e investigaram a correlacdo entre eles. Eles
observaram que o lactato sanguineo, concentracdo da proteina total na saliva total e SAA
foram alteradas devido ao exercicio de uma forma diretamente relacionada a carga do
exercicio e também observaram que a expressao aumentada de polipeptideo SAA durante o
teste de esforco sugere que SAA é a principal proteina responsavel pelo aumento na
concentracdo da proteina total na saliva total, portanto, devido a sua relativa simplicidade, o
monitoramento desta € um método eficiente para determinara intensidade do exercicio,
quando comparado com a atividadedo SAA. Bocanegra et al. (2012), investigaram a variacao
no lactato salivar, SAA e cromogranina A salivar (SCgA) durante um teste incremental em

nadadores e sua dindmica em comparacdo com a taxa de acumulo de lactato sanguineo. Eles
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observaram que a concentracdo do lactato sanguineo esta altamente correlacionada com
lactato salivar durante o exercicio e que a SCgA tem valor como um marcador da intensidade
do exercicio em homens bem treinados.

A principal desvantagem na utilizacéo da saliva como um fluido para diagnostico tem sido
a nocdo que os possiveis analitos identificados como marcadores estdo presentes em
quantidades muito inferiores as do sangue e em consequiéncia sua mensuracao torna-se dificil.
No entanto, os limites inferiores de deteccdo tém sido satisfatoriamente estabelecidos e
atualmente vérias substancias podem ser mensurada na saliva (LEE, 2009). Exemplo disso é a
validade com que tem sido detectado na saliva o HIV (HOLSCHNEIDER; BEREK, 2000),
hepatite A, B e C, cocaina e alcool (MANDEL, 1993).

2.3.5.1. Biomarcadores salivares para doencas cronicas

Segundo dados disponibilizados pela OMS, as doencas cronicas sao as principais
causa de morte e incapacidade no mundo, mas podem ser prevenidas. Neste sentido, 0
diagnostico pela saliva esta sendo realizado para diversas doencas e certamente tera uma
funcdo impactante na prevencdo e monitoramento destas doencas, via um biofluido nédo
invasivo (WHO, 2005 e 2009).

Doencas tais como diabetes, obesidade, doencas respiratérias, cancer e doencas
cardiovasculares representam um custo social e econdbmico de grande relevancia. Essas
caracteristicas representam um grande desafio para os paises e para seus povos neste século
21, exigindo cada vez mais do sistema de salde e previdenciario. Por isso, avancos nacionais
da biotecnologia e bioensaio utilizando a saliva como plataformas possuem perspectivas
interessantes.

A expansdo das doengas cronicas, especialmente no século passado e neste seculo,
também esta associada aos processos vivenciados pela populacdo mundial tais como a
industrializacdo, urbanismo, desenvolvimento econémico e globalizacdo alimentar. Em
consequéncia, ocorreram diversos fatores impactantes na satde decorrentes das alteragcdes das
dietas alimentares, aumento dos habitos sedentérios e crescimento do consumo de tabaco e
alcool. Cerca de metade das mortes causadas por doengas cronicas estd associada as doencas
cardiovasculares (WHO, 2005 e 2009).

Em todo o mundo, estima-se que 177 milhdes de pessoas possuem diabetes, sobretudo
de tipo 2, sendo que cerca de dois tercos deste total vivem em paises em desenvolvimento.
Também, segundo dado da OMS existe um nimero consideravel da populagdo mundial com
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excesso de peso e provavelmente cerca 300 milhdes séo clinicamente obesos (WHO, 2005 e
2009).

A mudanca dos habitos alimentares e a implantacdo de um estilo de vida sedentario
ocorrem em um ritmo acelerado nos paises em vias de desenvolvimento, por comparagdo com
0 que aconteceu nos paises desenvolvidos. Assim as doengas cronicas ocorrem em um
numero maior da populacdo, especialmente nas regides mais pobres, articulando-se de forma
muito perigosa com as doencas infecciosas (WHO, 2005 e 2009).

Para reduzir esta taxa de expanséo das doencas cOnicas, a adogdo de medidas publicas,
institucionais, empresariais e individuais podera contribuir de alguma forma, para aliviar esta
expansdo. A alteracdo da dieta, a préatica do exercicio diario, a reducdo dos niveis de estresse,
um peso corporal mantendo um indice de massa corporal entre 18-24 e a eliminacdo do
consumo de cigarro sdo fatores essenciais. A ado¢do destas medidas pelos individuos podera
ser monitorada por biomarcadores salivares contribuindo assim para reducdo dos fatores de
risco. Doencas cardiacas, corondrias, diabetes mellitus tipo Il e mesmo o cancer podem ser
modificados pela adocdo destas medidas comportamentais.

Em diabéticos, os niveis de biomarcadores do estresse oxidativo e producdo de perdxido
estdo aumentados. Enquanto a disponibilidade de 6xido nitrico (NO) estd diminuida
(GOPAUL et al., 1995; NOUROOZ-ZADEH et al., 1995; HONING et al., 1998). O aumento
da producédo de NO pela célula endotelial investigado in vitro esta de acordo com dados sobre
a melhora da excrecdo de NO urinario com intervengdes no estilo de vida (ROBERTS et al.,
2006). A melhora da fungdo endotelial observada em diabéticos com exercicio e dieta foi
devido ao aumento do NO endotelial, a reducdo da producdo de espécies reativas, as quais

estdo correlacionadas inversamente com a disfuncdo endotelial.

2.3.5.2. Biomarcadores salivares para estresse

Estresse é o0 estado do organismo, o qual, apos a atuacdo de agente de qualquer natureza,
responde com uma série de reacGes ndo especificas de adaptacdo, entre as quais esta em
primeiro plano uma hipertrofia do cortex adrenal com consequente aumento da secrecéo de
seus hormonios (MEDEIROS, 2009). Essas respostas adaptativas auxiliam na estabilidade do
meio interno e garantem a sobrevivéncia do organismo (CHROUSOS; GOLD, 1992).

A todo fator exdgeno que provoca um estresse é denominado estressor (calor, frio,
umidade, fome, sede, infeccBes, esforcos corporais, infestagdes parasitarias, dor, poluicéo
sonora, elevada densidade populacional, isolamento, medo, ansiedade etc.). A interacdo entre
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estimulo (estressor) e resposta ao estimulo (somatorio das reagBes ndo especificas ao
estressor), manifesta-se na forma de uma sindrome (SINDROME DE ADAPTACAO
GERAL), com o qual o organismo tenta evitar ou reduzir os efeitos do estressor
(MEDEIROS, 2009). Selye (1955) caracterizou a Sindrome de Adaptacdo Geral em 3 (trés)
fases, sendo elas fase de reacdo de alarme, fase de resisténcia e fase de exaust&o.

A excitagdo fisiologica € um dos componentes da resposta adaptativa ao estresse. Os
agentes estressores provocam respostas centrais e periféricas que afetam todos os sistemas do
organismo. A resposta ao estresse é mediada por uma rede de estruturas cerebrais que
constantemente recebem informacéao de centros superiores do sistema nervoso central (SNC),
periférico e do ambiente (TSIGOS; CHROUSQS, 2002). Esta rede integradora se comunica
com a glandula pituitaria e a juncdo ponto-medular, as quais mediam a resposta do sistema
neuroenddcrino e o sistema nervoso autbnomo (SNA) (MAYER, 2000). Por meio do eixo
hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA) e o SNA, o cérebro influencia todas as células do
corpo durante a resposta ao estresse (TSIGOS; CHROUSQOS, 2002).

Neurdnios do nucleo para-ventricular do hipotalamo assim como neurénios da medula
produtores do horménio liberador de corticotropina (CRH), juntamente com neur6nios do
I6cus coeruleus (LC), sdo os coordenadores centrais da resposta ao estresse (CHROUSQOS;
GOLD, 1992). Grupos celulares do LC e outras células noradrenérgicas da medula séo
conhecidos como o sistema LC/norepinefrina (NE). Este sistema controla a estimulacdo do
sistema nervoso simpatico (SNS), induzida pelo estresse, resultando na liberagdo de NE por
meio de uma rede de neurbnios (TSIGOS; CHROUSQOS, 2002). A norepinefrina no cérebro
funciona como um sinal de alarme que provoca estados pronunciados de excitacdo e
vigilancia enquanto diminui as funcbes vegetativas, como comer e dormir. Os processos
induzidos pela NE no cérebro sdo acompanhados por incrementos nas respostas autonémicas
e neuroendaocrinas, incluindo a ativacéo do eixo HPA (HABIB; GOLD; CHROUSOS, 2001).

O mediador quimico mais importante da resposta central ao estresse € o CRH
(MAYER, 2000). O estresse ¢ um potente ativador da liberacdo de CRH pelo hipotalamo e
outros locais que incluem o cortex cerebral, o tronco encefalico e a medula (HABIB; GOLD;
CHROUSOS, 2001). As células cromafins da medula adrenal sdo inervadas por nervos pre-
ganglionares do nervo esplanico. Tais células medulares produzem catecolaminas, as quais
circulam no plasma ligado a albumina e induzem a estimulacdo do SNS. A ativacdo do SNS
prové um mecanismo de resposta rdpida que controla a reagcdo do organismo ao estressor
(STRATAKIS; CHROUSQOS, 1995). Alem de ativar o SNS, a liberagdo de CRH durante o

estresse associada a liberacdo de arginina vasopressina (AVP) resulta em maior secrecdo de
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hormonio adrenocorticotrofico (ACTH) (CHROUSQOS; GOLD, 1992). A secre¢do de ACTH
pela glandula pituitaria anterior estimula o cortex adrenal para secretar grandes quantidades
de glicocorticoides (principalmente cortisol) (HABIB; GOLD; CHROUSOS, 2001). Os
glicocorticoides sdo o produto final da estimulagdo do eixo HPA. Estes horménios possuem
um papel central na regulagdo da atividade basal do eixo HPA e participa do controle da
homeostasia de todo o organismo (TSIGOS; CHROUSQS, 2002). A ativacdo do eixo HPA
inibe o crescimento, a reproducdo, a funcdo imune e a resposta inflamatéria e afeta o
metabolismo e a fungéo gastrointestinal (STRATAKIS; CHROUSOS, 1995).

Os glicocorticoides liberados pelo cortex adrenal em resposta ao ACTH exercem uma
retroalimentacdo negativa sobre a glandula pituitaria, os neurénios produtores de CRH no
hipotdlamo e o sistema LC/NE (TSIGOS; CHROUSQOS, 2002). A retroalimentacdo inibitoria
dos glicocorticoides limita a exposicdo dos tecidos a estes hormdnios, minimizando assim

seus efeitos catabdlicos, lipogénicos, anti-reprodutivos e imunossupressores.

2.3.6. Biotecnologia de diagnostico pela saliva na medicina veterinéria

A literatura descreve a detec¢cdo de anticorpos e patdgenos principais no fluido oral de
mamiferos domésticos semelhantes aos relatados na pesquisa com seres humanos.

Em Medicina Veterinaria, as amostras de saliva foram utilizadas principalmente para a
determinacdo do cortisol um marcador classico de estresse pela ativacdo do eixo
hipotalamico-hipofisario-adrenal (HPA) (VINCENT, MICHELL, 1992; GEVERINK; RUIS;
EISEN, 1999). Uso de saliva representa um método ndo invasivo e ndo estressante e
amplamente utilizado em estudos de medicdo de tensdo por estresse nos animais de fazendas
(BARNETT; HEMSWORTH, 1990) e cachorros (BEERDA et al., 1996; BEERDA et al.,
2000). Amostras de saliva de cdes também foram utilizadas para medicdo de IgGs, para
avaliar a competéncia imunologica (GERMAN; HALL; DAY, 1998), para a deteccdo de
antigeno do virus da raiva (KASEMPIMOLPORN et al., 2000), para a monitorizacdo de
droga (DUNNETT; LITTLEFORD; LEES, 2002) ou para a deteccdo do DNA de Bartonella
(DUNCAN; MAGGI; BREITSCHWERDT, 2007).

2.3.6.1. Biomarcadores salivares para estresse nos animais

Segundo Fraser; Ritchie; Fraser (1975) um animal estd em estado de estresse quando
necessita alterar de maneira extrema sua fisiologia ou comportamento para adaptar-se a

aspectos adversos do seu ambiente e manejo. Essa adaptacdo envolve uma série de respostas
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neuroendocrinas, fisiologicas e comportamentais que funcionam para manter o equilibrio
(BARNETT; HENSWORTH, 1990; VON BORREL, 1995). De acordo com Von Borrel
(1995) o estresse é um termo geral que implica em uma ameaca a qual o corpo precisa de
ajuda.

Huntingford (1984) comenta que uma das aplicacbes das pesquisas etologicas é
identificar e quantificar os sinais de sofrimento dos animais criados e explorados pelo homem
e determinar as condi¢cdes que induzam a esse estado, encontrando meios para reduzir ou
remover tal situacao.

Os animais frequentemente apresentam inUmeras mudancas fisiologicas quando
expostos a uma série de situacdes nocivas, desde a possibilidade de agressdo fisica até
exposicoes prolongadas a condicdes adversas (MEDEIRQOS, 2009). Segundo Huntigford
(1984) estas mudancas ocasionam um aumento na atividade autbnoma e na produgdo de
hormbnios, que séo ditas resultantes do estresse. Uma vez que estas respostas fisioldgicas
apresentam-se em situacdes onde, potencial ou efetivamente, o animal ou a integridade de
suas funcbes esteja em perigo, é razoavel supor que algo o esteja desagradando e poder-se-ia
assim, proporcionar uma maneira de detectar o quanto o animal estd sofrendo. Contudo,
muitas técnicas para deteccdo destas mudangas sdo um tanto invasivas, muito caras e
impraticaveis dependendo da espécie, do numero de animais em questdo etc.; além do fato de
que tais reacdes podem significar que as defesas e a prdpria saide do animal estdo
funcionando bem (MEDEIROS, 2009).

Os animais submetidos a condi¢Ges mais proximas dos limites estabelecidos pelas leis
fisicas da natureza tendem a serem menos desenvolvidos. Os animais menos estressados pelo
meio ambiente sdo mais adaptados, sendo aqueles que produzem melhor para aquele ambiente
especifico (MEDEIRQS, 2009).

2.3.6.2. Canino

A diversificacdo dos trabalhos com fluido oral em cdes vem aumentando. Inicialmente
os trabalhos eram mais voltados para deteccdo de anticorpos, imunoglobulinas e agentes
patogénicos na saliva. Mas nos ultimos anos, os trabalhos visam a deteccdo de fatores, como
atividade e/ou quantificacdo de biomarcadores que estdo relacionados com estresse de
diversas naturezas ou qual seria o perfil deste no ritmo circadiano. Também ha trabalhos que
relaciona a adaptabilidade de um cdo para desenvolver certa atividade imposta a ele, como por
exemplo, os cées-guias para pessoas com deficiéncia visual (KIKKAWA et al., 2005).
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Heddle e Rowley (1975) descreveram imunoglobulinas no fluido oral de caninos e em
maior detalhe por German; Hall; Day (1998). Em seu trabalho eles encontraram uma pequena
variacdo na concentracdo total de imunoglobulinas entre maltiplas amostras de fluidos orais
coletadas do mesmo animal ao longo do tempo.

Kinder et al. (1992), detectaram em cdes inoculados com Taenia pisiformis apds 12
semanas, IgG e IgA especificos. Os autores sugeriram que amostras de fluido oral poderia
servir como um método alternativo de deteccao de infeccdo helmintica intestinal e substituir o
método tradicional que é a deteccdo de proglotides ou ovos em amostras fecais.

Kikkawa et al. (2005) determinaram concentracdo de slgA em cdes que eram escolhidos
para desempenhar o trabalho de cdo-guia para pessoas com deficiéncia visual e nos céaes que
ndo foram escolhidos, e concluiram que a concentracdo de slgA é extremamente util para
estimar a habilidade de um céo ser cdo-guia de cegos.

Kasempimolporn et al. (2000), em seu estudo envolvaram o desenvolvimento de um teste
simples e barato para o diagndstico da raiva baseado em aglutinacdo do latex (LA), utilizando
saliva dos cdes. Também foi avaliada a sensibilidade e especificidade do teste LA,
comparando-a com a gordura convencional em esfregacos cerebrais. Os resultados mostraram
que as amostras de saliva poderiam ser usadas como uma alternativa para o uso do cérebro
dos cées para testar antigenos do virus da raiva. E também Kasempimolporn et al. (2011)
avaliaram um teste rapido com uma tira imunocromatografico para a deteccdo do virus da
raiva em amostras de saliva de cdes e o seu desempenho avaliado por comparagdo com
métodos padrdes, concluiram que a tira de teste funciona para deteccdo do virus da raiva na
saliva do cdo.

Duncan; Maggi; Breitschwerdt (2007) em seu estudo cujo objetivo foi determinar se o
DNA da Bartonella pode ser detectado em esfregacos orais recolhidos a partir de caes
infectados e confirmaram sua suspeita. Concluiram que pode ser um risco ocupacional do
profissional Medico Veterinario e para outros animais que tem contato extensivo com estes
caes.

Kanai et al. (2008) tinham como objetivo do estudo determinar se a secregéo salivar de
cromogranina de cdes apresenta um ritmo circadiano. Porém, essa resposta ndo foi
comprovada.

Parra et al. (2005) tinham como objetivo validar o uso da saliva de cdes para 0 uso num
ensaio de tempo determinado imunofluorométrico (TR-IFMA) concebido para a anélise da
Proteina C reativa (PCr) em amostras de soro e de sangue total e também para avaliar se PCR

em amostras de saliva poderia ser usado como um metodo para detectar a inflamacao em cées
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na pratica clinica. Concluiram que a medigdo da PCr em amostras de saliva por TR-IFMA
poderia ser usada como uma técnica alternativa ou complementar para PCr em amostras de
soro de cdes, mas sdo necessarios estudos adicionais para avaliar os efeitos dos fatores que
podem influenciar a composicdo da saliva e libertacdo, como ritmos circadianos, exercicios,
medicamentos ou doengas.

Bergamasco et al. (2010) investigaram os efeitos de um programa de interacdo humana
em caes do abrigo e determinar o efeito sobre a variabilidade da freqliéncia cardiaca canina,
comportamento e niveis de cortisol salivar, concluiram que as sessfes de interacdo com
humanos tém um efeito positivo sobre o comportamento e que poderiam afetar os indicadores
fisioldgicos de bem-estar animal.

Dreschel e Granger (2009) tinham como objetivo reduzir as diferencas na literatura,
descrevendo uma série de exames clinicos, in vitro e in vivo de métodos de coleta e materiais
para a dosagem do cortisol salivar em cées. Eles ndo viram diferenca significante na
mensuracdo em gqualquer método de coleta com 20 minutos de intervalo.

Wenger-Riggenbach et al. (2010) tinham como objetivo verificar se a determinacéo da
concentracdo de cortisol salivar é uma alternativa pratica ao cortisol plasmatico para

diagnosticar o hipercortisolismo (HC).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

A espécie escolhida para o estudo foi a espécie canina e os locais de coletas foram o
Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia e uma clinica veterinaria do
municipio de Uberlandia. As coletas de sangue para o hemograma foram realizadas no
momento da entrada no animal na clinica. As coletas da saliva e do sangue para 0 soro sempre
ocorriam no mesmo momento, no periodo da tarde e no mesmo dia que o animal dava entrada
na clinica ou no maximo no segundo dia de internacao.

Os animais foram separados em trés grupos: controle com 42 animais; gastroenterite
viral (GEV) com 39 animais e gastroenterites originadas por outras causas (geral) (GEG) com
14 animais. O critério para a separacdo dos animais nos grupos foi clinico, com base na
apresentacdo das sintomatologias e nos resultados de hemograma.

Esse experimento foi aprovado pelo Comité de Etica na Utilizacdo de Animais
(CEUA), n° 028/13.
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3.2. Coleta da saliva

A coleta das amostras salivares ocorreu com o0 uso do algodao na sua forma isolada,
sendo fixada com um pinc¢a ou através de swabs e foram acondicionados no tubo de coleta da
salimetrics®. Foram colocados nas laterais da cavidade oral de cada cdo, onde 0os mesmo,
devido a presenca do swab, comecava a movimentar sua mandibula, como se estivessem
comendo-o, assim deixavamos até observarmos que 0s mesmos estavam umedecidos com a
amostra. Logo em seguida foram acondicionados na parte superior do tubo de coleta. Depois
foram armazenados em uma caixa de isopor com gelo para serem transportados até o LABIBI

para ser realizado o processamento, aliquotacado e identificacdo de cada amostra.

Figura 1 - Tubo coleta Saliva - Salimetrics®

Ao chegar ao laboratorio, as amostras foram para centrifugacdo, onde ficaram por 15
minutos a 2.000g a temperatura de 4°C. A saliva que estava no algoddo foi para a parte
inferior do tubo de coleta (fig.1). Apés isso a amostra foi aliquotada em tubos eppendorfs com
a quantidade necessaria para cada analise.

As amostras foram armazenadas em ultrafreezer a -80°C até o momento da analise.

3.3. Coleta do sangue

A coleta das amostras sanguineas foi através da puncdo das veias cefélicas, poplitea ou
jugular externa, foram acondicionados no tubo de coleta sanguinea da tampa vermelha de 10
mL, que possuem uma substéncia ativadora de coagulacdo. O volume de sangue coletado
variou de 3—5 mL.

Apbs a coleta, as amostras de sangue foram acondicionadas em caixa isotérmica com
gelo e transportadas até o LABIBI para ser realizado o processamento, aliquotacdo e

identificacdo de cada amostra.
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No laboratério, as amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm a temperatura de 4°C por
15 minutos para obtencdo do soro. O soro foi aliquotado em tubos eppendorfs com o volume
suficiente para cada analise.

As amostras foram armazenadas em ultrafreezer a -80°C até o momento da analise.

3.4. Coleta dos dados hematoldgicos

Os dados hematoldgicos foram coletados dos prontuérios dos cées. E a analise foi

realizada utilizando os valores de referéncia de Rizzi et al. (2010).

3.5. Dosagem da concentracdo de proteina total na saliva

A dosagem de proteina total das amostras de saliva foi realizada de acordo com o
protocolo de Bradford (1976) adaptado para microplaca.

Para que possamos realizar essa analise, necessitamos de uma microplaca com 96
pocos, o reagente Bradford (100 mg de Comassie blue G; 50 mL de etanol 95%, 100 mL de
acido orto-fosfoérico e 750 mL de agua mile Q), agua mile Q e BSA 0,1 mg/mL.

Primeiro fez-se a curva padrdo, que nos da os valores minimos e maximos ideais da
analise. Ele nos mostra se o reagente Bradford esta bom ou se houve algum erro no
procedimento. Para determinar essa curva padrdo, devem-se colocar vérias concentracdes de
BSA comecando com zero no primeiro po¢o e no ultimo pogo coloca-se 35 uL, sendo o
intervalo entre elas de 5 pL. Em seguida acrescenta-se agua mile Q, comec¢ando no primeiro
po¢o com 100 pL e no altimo poco com 65 pL, com variacdo de 5 pL entre pocos. Por
ultimo, deve coloca-se 200 pL da substancia Bradford em cada poco. Fazer em duplicata esse
processo. Apos colocar todos os reagentes nos pocos, deve cobrir a microplaca com papel
aluminio ou deixar-la em algum lugar livre de luz e deixar agir por 10 minutos. Completado o
tempo, faz-se a leitura da microplaca utilizando o SoftMax Pro 5.2.

Depois de realizada a curva padrdo, faz-se a determinacdo da concentracdo de
proteinas na saliva. Em cada po¢o da microplaca sera adicionado Syl da saliva bruta, 95ul
de agua mile Q e 200uL do reagente de Bradford. A reacéo resulta em uma coloragéo azul
(Fig.2). O ensaio foi realizado em duplicata e a leitura sera feita a absorbancia em 595nm a

temperatura ambiente.
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Figura 2 - Proteina total (Bradford)

3.6. Dosagem da concentracéo de proteina total no soro

A dosagem de proteina total das amostras de soro foi realizada de acordo com o

protocolo do kit comercial para proteina total que utiliza 0 método colorimétrico de biureto.

Figura 3 - Proteina sérica total (Biureto)

Para a determinacdo da concentracdo, realizamos dois céalculos, primeiro fizemos a
determinag@o do “Fator de Calibragdo (Fc), onde, Fc = Cp / Ap, resultando no valor de 17,3;
em segundo o célculo da concentracdo das amostras (Ct), onde, Ct = Fc x At. Os valores

resultantes como sdo em g/dL.

3.7. Dosagem da concentracao de albumina no soro

A dosagem da albumina das amostras de soro foi realizada de acordo com o protocolo
do kit comercial para albumina que utiliza o método colorimétrico de Verde de Bromocresol.

O kit é composto por um “Padrdo” que ¢ a proteina albumina bovino na concentragéo de
4,38 g/dL; o reagente “Verde de Bromocresol” que ¢ composto por um tampédo 60 mmol/L e
Brij-35 6 mmol/L.
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Figura 4 - Albumina pelo método Verde-Bromocresol

Para a determinagcdo da concentracdo, realizamos dois célculos, primeiro fizemos a
determinacdo do “Fator de Calibragdo (Fc), onde, Fc = Cp / Ap, resultando no valor de 9,27
em segundo o célculo da concentracdo das amostras (Ct), onde, Ct = Fc x At. Os valores

resultantes como sdo em g/dL foram transformados para pg/pL.

3.8. Dosagem da concentracgao de globulinas no soro

Para determinar a concentracdo de globulinas ndo é realizada utilizando-se kit ou
qualquer outro método de reacdo, mas sim, através de um célculo matematico simples de
diferenca. Mas para isso, € preciso ter os valores da Proteina total e da albumina.

O célculo utilizado é: Globulinas = Proteina total — albumina. Os valores resultantes

como sdo em g/dL.

3.9. Eletroforese unidimensional

As amostras de saliva utilizadas nas analises por géis SDS-PAGE foram preparadas
adicionando o tampao desnaturante, para que as proteinas presentes nessas amostras saiam da
forma terciaria ou quartenaria e passassem para a forma primaria, assim, podendo aparecer
como bandas.

O sistema de tampdo descontinuo descrito por Laemmili; Favre (1973) foi utilizado,
com géis gradiente de acrilamida de 5 a 22% e no empilhamento de 3%. Os géis de separagédo
foram preparados com glicerol 0.7%, tampé&o de separagédo 360mM pH 8.8 (Tris-base 45.38%,
6N HCI 10%), SDS 10%, acrilamida/bisacrilamida (30:0.8) nas devidas concentracoes,
TEMED 0.003% e PSA 0.0128%. O gel de empilhamento preparado com tampédo de
empilhamento 124 mMpH 6.8 (Tris-base 15.32% e HCI 12N 10%), SDS 0.12%,
acrilamida/bisacrilamida (30:1.6) a 3%, TEMED 0.006% e PSA 0.150%.
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A eletroforese foi realizada com tampdo eletrodo (100mM Tris, 7.8 mM EDTA,
770mM glicina, SDS 3% pH 8.3) e corrente constante de 28 mA. Apds a corrida, o gel foi
corado Coomassie Brilliant Blue R 125 e descorado em solucdo descorante (metanol 5% e

acido acético 9%), para a verificagdo do perfil protéico de cada amostra (Fig.5).

Figura 5 - Gel Eletroforese

3.10. Western Blotting (WB)

Para a realizacdo do Western Blotting, as amostras precisaram ser separadas por SDS-
PAGE, e o gel ao final da corrida, ao invés de serem colocadas para serem coradas, foram
utilizados para o procedimento de “transferéncia”, onde as proteinas separadas no gel foram
transferidas para membrana de nitrocelulose. Ap6s esse procedimento, verifica se essa
transferéncia ocorreu de forma correta, corando as membranas com o corante Ponceau (1 g
Ponceau S; 50 mL Acido Acético e 1 L Agua mili Q), (Fig.6).

N
Figura 6 - Membrana Nitrocelulose corada com Ponceau

Depois de verificada a correta transferéncia da membrana de nitrocelulose, esta foi
novamente descorada para que o procedimento possa continuar.

Primeiro a membrana foi bloqueada, para isso utilizou-se leite em p6 desnatado, onde o
mesmo foi diluido no tampdo PBS-T e colocado sobre as membranas, até ser totalmente
coberta e ficar por agitacdo por 4 horas. Apds isso, a membrana passou por um processo de 3
lavagens em PBS-T e sondada com anticorpos primarios para IgA canino, este permaneceu

incubado overnight, depois passando novamente pelo processo de lavagem e finalmente
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colocou-se o anticorpo secundario (HRP Conjugated Goat anti-Dog IgA Detection Antibody)

e foram reveladas pelo método de quimioluminescéncia ECL (Fig.7).
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Figura 7 - Western Blotting

As bandas marcadas foram analisadas e quantificadas utilizando o software Scion Image
obtendo o indice de densidade optica.

3.11. Determinacdo da concentracdo de IgA na saliva e no soro

Para determinar a concentracdo desta proteina foram utilizadas as técnicas de ELISA e
Western Blotting, ja& descrita. As duas técnicas se baseiam na interacdo anticorpo-antigeno. Na
técnica de ELISA foi utilizada uma microplaca de superficie inerte onde em cada pogo passou
por cinco etapas: a primeira etapa ¢ a de “Revestimento e Bloqueio”. O anticorpo primario
anti-IgA canino foi diluido no tampéo revestimento (0,05 M de Bicarbonato de Sodio e 0,05
M de Carbonato de Sodio) na proporcao de 1:100, ficando incubado por 60 minutos, depois a
microplaca passou pelo processo de lavagem e depois foi colocada a solucdo bloqueio (50
mM de TRIS; 0,14 M de NaCl e 1% de BSA), ficando esta incubada por 30 minutos e
novamente passou pelo processo de lavagem; a segunda etapa ¢ a do “Padrdo ou/e Amostras”,
onde se colocou os padrées ja devidamente diluidos (seguindo o protocolo do kit comercial) e
as amostras de saliva e de soro puros (em duplicata), deixando estes incubados por 60 minutos
a temperatura ambiente e apos passou pelo processo de lavagem; a terceira etapa ¢ “Deteccao
do HRP-Anticorpo”, onde o anticorpo secundario foi diluido no diluente conjugado (50 mM
de TRIS; 0,14 M de NaCl; 0,05% de Tween 20 e 1% de BSA) na proporg¢éo 1:20.000, ficando
este incubado por 60 minutos e ap6s passou pelo procedimento de lavagem; a quarta etapa é
“Incubagdo do substrato TMB e Reagdo Stop”, onde foi adicionado o substrato TMB, a
microplaca foi agitada delicadamente e colocada para incubar por 30 minutos em um local
livre de luz. A reacdo resulta em uma coloracdo azul (Fig.8). Apos, adicionou-se a solugdo

Stop (0,18 M H,S0,), agitou-se delicadamente a microplaca, onde a cor azul passa para a uma
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coloragéo amarela (Fig.9); a quinta e ultima etapa ¢ “Mensura¢dao da Absorbancia”, com a
leitura da microplaca com comprimento de onda de 450 nm utilizando o software SoftMax
Pro5.2.
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Figura 9 - Microplaca ELISA apds colocar a solugédo Stop

3.12. Analise Estatistica
Os dados foram testados quanto a normalidade utilizando o teste de Shapiro-Wilk antes
das analises. Os valores discrepantes foram removidos. Todas as varidveis foram comparadas
pela analise de varidncia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para comparagGes multiplas.
As relagdes entre o VGE e GGE foram analisadas usando t-student e comparado com o valor
de referéncia. Para todas as andlises o nivel de significancia foi de p < 0,05. Os resultados
apresentados sdo as médias (DS).
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4. RESULTADOS

4.1. Hematologicos
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Figura 10 — Comparacéo entre os valores das médias de cada grupos: leucécitos totais (A), bastonetes (B),

eosindfilos (C), neut. segmentados (D), mondcitos (E), plaquetas (F), heméceas (G), HGB (H) e VG (I).
*Diferenca entre GEV e GEG (t-student p > 0,05).

A analise dos parametros hematoldgicos mostrou que VGE apresentou leucocitopenia,
enquanto o grupo GGE permaneceu dentro valor de referéncia (4.434 /mm®, 11,808 /mm®,
respectivamente). Do mesmo modo, s6 GGE mostraram desvio para esquerda (387 /mm?),
além de neutrofilia, enquanto o VVGE apresentando uma neutropenia moderada (2.848 /mm?®,
8.529 /mm?®, respectivamente). Além disso, apesar de ndo haver diferenca entre os grupos,
ambos mostraram eosinopenia (76 e 84 /mm3 para VGE e GGE) e uma monocitopenia
(128,97 /mm?®) para GEV. Por outro lado, nenhuma diferenca foi observada em grupos para
linfocitos e plaquetas (GEV - 1.075 e 210.945 /mm® GGE -. 1.997 e 349.939 /mm?®

respectivamente), todos permanecer dentro dos valores de referéncia. Quando analisou a série
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vermelha das células, apenas o volume celular mostrou ligeira microcitose (35,52 %) para
GEG.

4.2. Proteinas
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Figure 11 - Comparacéo entre a proteina total da saliva e soro (A). Relagdo entre a proteina total,
globulina e albumina do soro (B). C - Controle; GEV - Gastroenterite Viral; GEG - Gastroenterite Geral.

* Diferenca entre GEV e GEG comparados com o grupo controle. * t-student (A) and ANOVA (B) p >
0.05 respectivamente.

A figura 02 mostrou uma curva dindmica oposta no grupo VGE, enguanto houve aumento
na proteina total salivar diminuiu a proteina total no soro, em comparacdo com o controle.
Nenhuma diferenca foi observada no grupo GGE (figura 02 A). Além disso, uma

hipoalbuminemia foi observada no grupo VGE em relacdo ao controle (Figura 02 B).

4.3. Imunoglobulina A
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Figure 12 - Comparacéo entre IgA salivar e sérica (A); IgA e proteina total salivar (B), e de IgA e a
proteina total sérica (C). C - Controle; GEV - Gastroenterite Viral; GEG - Gastroenterite Geral. *

Diferenca entre GEV e GEG comparados com o grupo controle. * t-student (A) and ANOVA (B) p > 0.05
respectivamente.
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Da andlise de IgA como biomarcador para VGE e GGE, os resultados mostraram uma
diminuicdo de IgA sérica apenas no grupo VGE e ndo houve diferenca no outro grupo quando

comparado com o controle.

5. DISCUSSAO

Os achados hematoldgicos no presente estudo, para a série vermelha, estdo de acordo
com os resultados encontrados na literatura em cdes acometidos com infecgdo gastrointestinal
viral, observando que também nestes estudos os valores permaneciam dentro do padrdo de
referéncia (MENDES et al., 2011). Apesar de o parvovirus apresentar um tropismo para as
células progenitoras eritroides e outras células do sistema hematopoiético, como neutréfilos e
plaguetas, onde estas podem ser igualmente afetadas (RIBEIRO E PROIETTI, 2005) o valor
da hemécia no presente estudo ndo sofreu alteracdo. No grupo GEG apenas o VG apresentou
uma diminuigdo no seu valor, porém ao comparar com o grupo GEV nao apresentou diferenca
estatistica.

Os valores observados para hemacias estdo de acordo com os achados para cdes com
outros tipos de afec¢des intestinais, como no caso de cdes com enterite, nas quais ndo foram
observadas alteracBes nos valores destes parametros (BHAT et al., 2013). A possivel
explicagcdo para o valor do VG néo ter se alterado no grupo GEV pode ser devido ao
mecanismo antagdbnico do VG que baixou quando associado a hemorragia intestinal
(BISWAS; CHAKRAVORTY; PRADHAN, 2005).

A leucopenia observada no grupo GEV esta correspondente com os dados bibliogréaficos
indicando que os animais acometidos por enterovirus apresentam leucopenia que esta
associada a um mau prognéstico (WOODS, POLLACK, CARMICHAEL, 1980;
POTGIETER et al., 1981; O'SULLIVAN et al., 1984). Cées que foram a Obitos (dado nédo
avaliado no presente estudo) acometidos com a gastroenterite viral (parvovirose),
apresentaram discreta leucopenia devido, sobretudo a uma neutropenia severa (FRAZAO,
2008) ja que os neutrofilos seriam a linha celular de maior importancia na avaliacdo do doente
(POTGIETER et al., 1981).

Apos a avaliacdo didria de canideos com parvovirose, pesquisadores concluiram que
pode ser estabelecido um prognostico confidvel nas primeiras 24 a 48 horas baseado na
contagem total de leucdcitos, linfocitos, mondcitos e eosinéfilos (GODDARD et al., 2008),
mesmo periodo de coleta do presente estudo. Mas ha estudos que obtiveram valores
leucométricos dentro da normalidade (MENDES et al., 2011) e outros que levaram a afirmar
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que a leucopenia ndo seria 0 Unico parametro para o estabelecimento do prognostico
(MASON; GILLETT; MUGGENBURG, 1987) e que a neutropenia, mesmo quando severa,
ndo constituia um indicador fidedigno de prognéstico (MCCAW; HARRINGTON; JONES,
1996). Para o grupo GEG ndo foram observadas alteracdes na quantidade dos leucdcitos
totais. Uma provavel justificativa é o fato da origem da doenca nestes cdes nao ter sido pela
presenca viral e sim por causas diversas que ndo chegaram a interferir nos valores
leucocitarios totais, reforcando a ideia de que os virus possuem atividade sobre esta linhagem
celular e que este parametro pode ser confiavel para o diagnéstico da gastroenterite viral.

Como j& mencionado, os neutrdfilos por serem a linhagem celular com maior
representatividade dos leucdcitos, tem maior probabilidade de repercutir no valor final dos
leucdcitos totais. Eles sdo separados em dois tipos, onde 0s primeiros sao denominados
“neutréfilos imaturos, neutrofilo ndo segmentado ou bastonetes” e o segundo tipo ¢€
denominado como “neutr6filos maduros ou neutrofilos segmentados ou apenas segmentados”.
O resultado obtido pelo grupo GEV para os neutréfilos em bastonetes esta de acordo com o
resultado obtido pelo estudo de Mendes et al. (2011), que observaram que a maioria dos caes
estudados por eles ndo apresentou alteracdo nesta linhagem celular e também com os
trabalhos de Frazdo (2008) e Goddard et al., (2008). No entanto, o grupo GEG apresentou um
desvio para esquerda, o que pode ser justificado por ser a principal linha de defesa do
hospedeiro contra patdgenos invasores, especialmente bactérias.

Para os valores dos neutréfilos segmentados, o grupo GEV apresentou uma neutropenia
discreta, ficando de acordo com os estudos que demonstraram que cdes com enterovirus
apresentaram neutropenia, geralmente mais expressiva (FERREIRA et al., 2004; GODDARD
et al., 2008). No entanto o grupo GEG apresentou uma neutrofilia, que juntamente a presenca
do desvio para esquerda, pode ser atribuida a presenca de outros patdgenos, principalmente
bactérias.

Os linfocitos representam outra linhagem leucocitaria muito importante na resposta
imune humoral dos seres humanos e animais, por ser a segunda maior linhagem leucocitaria.
O resultado verificado para o grupo GEV estd de acordo com os resultados de Mason et al.
(1987) e Mendes et al. (2011) que também ndo verificaram alteragdo nos valores dos
linfocitos. Ha& pesquisadores que verificaram diferenca significativa nos cdes que tiveram alta
guando comparado com os que foram a 6bito que apresentaram uma linfopenia sendo,
portanto, importante para o0 progndstico da doenca (GODDARD et al., 2008; FRAZAO,

2008). Para o grupo GEG o valor da média também permaneceu dentro da normalidade.
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A monocitopenia encontrada para o grupo GEV condiz com os resultados de outros
estudos, que verificaram em caes acometidos com gastroenterite canina uma tendéncia a ter
uma monocitopenia (MENDES et al., 2011; GODDARD et al., 2008). Porém, ha estudos que
esta linhagem celular apresentou-se dentro dos limites do valor de referéncia (FRAZAO,
2008; MENDES et al., 2011).

Os dois grupos apresentaram eosinopenia corroborando com a ideia que esta linhagem
celular € de importancia para o progndéstico da doenca, ja que foi verificado, eosinopenia para
os cdes que foram a dbito e valores dentro do valor de referéncia para os cées que tiveram alta
(FRAZAO, 2008; GODDARD et al., 2008).

As plaquetas possuem o papel importante de manutencdo normal da integridade
endotelial. Os cdes do grupo GEV e GEG apresentaram-se dentro do valor de referéncia.
Alguns cdes apresentaram diminui¢do, porém, nenhum apresentava sinais clinicos de
trombocitopenia (FRAZAO, 2008) e esta ocorréncia pode ser explicada pelo fato de ser um
achado clinico patolégico associado a parvovirose (AXTHELM; KRAKOWKA, 1987).

Os teores de proteinas séricas se comportam como um indicador de hipoproteinemia
principalmente em distdrbios gastroentericos graves (JACOBS et al., 1980). Na maioria dos
casos de enteropatia com perda de proteinas, os niveis séricos de albumina e globulina estéo
diminuidos (SILVA et al., 2005). Os cdes do grupo GEV apresentaram hipoproteinemia,
hipoalbuminenia e as globulinas ficaram dentro da normalidade. Mendes et al. (2011)
observaram o0 mesmo resultado do nosso estudo, exceto para as globulinas, onde os seus
valores também apresentaram diminuidos.

O quadro clinico de gastroenterite pode causar inanicdo e ma absorcao intestinal, que
sdo sinais (além de outros) que podem resultar na hipoalbuminemia com teores de globulinas
normal ou aumentados (LASSEN, 2006). Uma explicacdo plausivel para o resultado do perfil
protéico deste estudo é que cdes acometidos por gastroenterite viral apresentam perdas
protéicas no intestino devido a perda da integridade da mucosa intestinal (MCCANDLISH et
al.,, 1981). O aparecimento da hipoalbuminemia também pode ocorrer quando ha o
comprometimento da integridade intestinal associada a inapeténcia (JACOBS et al., 1980). O
possivel aparecimento do edema decorrente da inflamacéo epitelial pode ocassionar o
rompimento da barreira epitelial intestinal sobre a rede complexa de proteinas que ligam 0s
enterocitos, como por exemplo, as jungdes de adesdo (GROSCHWITZ; HOGAN, 2009).

Os cées do grupo GGE apesar de apresentarem uma hipoproteinemia com
hipoalbumenia, estas ndo foram significativas, que pode ser explicado pelo provavel

rompimento da integridade intestinal em decorréncia de um edema ou também ser devido a
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exposicdo a alimentos ou substéncias alergénicas, como por exemplo, a intoxicacdo por
cogumelos (HALL; BARTON, 2013). A presenca de nematddios em cdes também é
causadora do declinio da quantidade da albumina e proteina total nos cées infectados
(SHAKYA et al., 2013).

Em relacdo a proteina total na saliva, observou-se diferenca estatistica apenas no grupo
GEV. Este aumento pode ser justificado pelo fato dos cées estarem em estado de desidratacéo
decorrente da diarreia, vomito e também devido a inanicdo, mal estar e fraqueza, fazendo com
gue 0s animais ndo ingiram agua e nem alimentos.

A determinacdo das concentracBes séricas de imunoglobulinas é frequentemente
utilizada para avaliar a competéncia imunologica em cdes (GERMAN; HALL; DAY, 1998) e
a deficiéncia de imunoglobulinas totais ou as classes especificas podem estar associadas com
infeccbes secundérias (FELSBURG; GLICKMAN; JEZYK, 1985). Sabe-se que a IgA é a
primeira linha de defesa da imunidade das mucosas, justificando o interesse na sua
mensuracdo em cées que estdo acometidos com uma doenca que afeta a mucosa gastroentérica
e 0 interesse em realizar esta mensuracdo na saliva por ser uma amostra biologica de coleta
menos invasiva que o sangue. Para maior énfase e comprovacdo, foi realizada pelos métodos
ELISA e Western Blot, o que é um diferencial, ja que a maioria dos estudos realiza apenas a
dosagem por ELISA.

A concentracdo da IgA salivar tem uma ampla faixa de valor em cada cdo (GERMAN;
HALL; DAY, 1998). Este achado também foi verificado para IgA sérica por Nemi (1993) que
encontrou os valores para cdes saudaveis entre 70 — 270 mg/dL ou EU/mL. Os valores
minimos e maximos para 0s animais sadios no presente estudo ficaram abaixo deste valor
mencionado, porém o fato da existéncia de uma ampla faixa de valores também foi verificado,
principalmente para os valores nas amostras salivares.

A analise estatistica demonstrou que os valores dos grupos GEV e GEG néo
apresentaram diferenca ao comparar com os valores do grupo controle nas amostras salivares,
tanto pela analise laboratorial ELISA, quanto no Western Blot (resultado ndo demonstrado).
Na amostra sérica ocorreu diferenca estatistica (p < 0,05) apenas entre o grupo controle e o
grupo GEV. Estudos em cédes com outras afeccdes entéricas que quantificaram a IgA em
contetdos fecais, verificaram que apresentava uma diminuicdo na sua quantidade, porém a
sua quantificacdo sérica permaneceu inalterada (MAEDA, 2013).

A dosagem da IgA sérica em niveis muito baixos (menor que 0,20 mg/mL — 20,0 mg/dL
ou 20,0 EU/mL) esta relacionada com deficiéncia seletiva de IgA, doenga gastrointestinal
crénica, infecgdes respiratorias e dermatologicas (RINKINEN et al., 2003; MAEDA, 2013).
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Uma leséo de larga escala na mucosa intestinal acarreta na deficiéncia da producgéo do plgA,
que sdo os polimeros ou dimeros que constituem o IgA da mucosa. Estes sdo a principal fonte
de IgA sérica dos animais (MESTECKY et al., 1998). Portanto, pelo fato da producéo de IgA
ser local, a ndo visualizacdo de diferenca estatistica para a quantidade de IgA na saliva esta de
acordo com a doenga, ja que o local de implantagéo e atuacdo dos causadores da doenga néo é
a mucosa oral, ndo alterando a producéo da IgA por suas células.

German; Hall; Day (1998) citam que a falta geral de correlacdo entre as concentracdes
relativas de cada classe de imunoglobulina no soro, saliva e lagrimas deve questionar a
adequacdo do uso de concentragBes séricas de imunoglobulina para indicar a secrecdo de
imunoglobulina da mucosa no céo. O estudo deles demonstrou um grau de correlacdo entre a
secre¢do salivar e imunoglobulina ocular, e ndo com a imunoglobulina do soro. Rinkinen et
al. (2003), ndo visualizaram a correlagdo entre os niveis de IgA duodenais e da saliva, onde
concluiram que o ensaio da IgA salivar é duvidoso para avaliar a IgA da mucosa do intestino.
Portanto, isto sugere que a IgA encontrada na superficie da mucosa é originada da sintese
local e ndo oriunda do soro sanguineo, reforcando a importancia da IgA local para a defesa
contra invasdo de patdgenos pela mucosa (MESTECKY, 1993).

A realizagéo de novos estudos com cées acometidos com os diversos tipos de gastroenterite
e a quantificacdo da IgA sérica se faz necessario para confirmar sua importancia no

diagnostico.

6. CONCLUSAO

Com os dados obtidos e pela discussdo desenvolvida no presente estudo, concluimos
qgue a quantificacdo dos componentes da série vermelha do hemograma ndo se altera e,
portanto ndo apresenta importancia no diagnostico para os tipos da doenca estudada.

Para os achados da serie branca do hemograma, nos levaram a concluir que 0os mesmos
possuem valor de diagnostico. As quantificagdes dos leucocitos totais juntamente com os dos
neutrofilos segmentados, mondcitos e o0s eosindfilos possuem maior relevancia e se
apresentam na gastroenterite viral com valores diminuidos.

De acordo com o que foi discutido para o perfil proteico sérico dos cdes diagnosticados
com a gastroenterite canina, permite-se concluir que tanto as dosagens da proteina total,
guanto da albumina possuem importancia para o diagnéstico, pois sdo consequéncias do

quadro clinico resultante dos agentes causadores da doenca. Quanto aos achados na dosagem



43

da proteina total salivar, 0 aumento observado nos animais doentes sugere que 0 mesmo possa
ser utilizado como um parédmetro para o diagndstico.

No que se refere a quantificacdo da IgA podemos concluir que ndo ha uma correlacéo
entre os valores da IgA salivar com a IgA sérica e que a dosagem pela saliva ndo mostrou
alterar-se, tanto pelo método ELISA quanto pelo Western Blot. A dosagem de IgA no soro
pode ser uma ferramenta adicional no diagndstico da gastroenterite viral, apresentando uma
diminuicdo na sua quantidade.

A saliva por ser um material bioldgico de facil coleta e ndo invasiva pode ser usada
como uma amostra alternativa na clinica veterinaria a exemplo do que foi observado neste
estudo para a proteina total salivar.

A avaliacdo da IgA sérica na gastroenterite canina € um parametro que auxilia no

diagndstico, e novos estudos devem ser realizados para estabelecer valores de referéncias.
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ANEXO A - HEMOGRAMA
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Animal-

Espécie: Sexe:
Veferindrio resp..

Hemograma

Entrograma
Recnitads Valores de referéncia
Hemacias imithSes/mm3} 3570
HGB {g/di} 85-170
VG% 28-47
VCRA ) 5022
HCM ing 20-25
CHCM {96} 3035
Leucograma
Resultads Valores de raferencis
Refativo (3} :b;:g;’ Retative (%) ‘:::i:;’
Leucdcitos totais 8000-17000
Biastos raros raros
Promieitciios raros Taros
Mieldcitos raros raros
Metamisldcitos Faros Faros
Neutrsfilos
Segmeniados 458-70 ITEN-117R4
Bastonetes 0-1 0-173
Fosinofiios -5 066
Basdfilos raros 0-160
Linfocitos
Tipicos 28-45 1600-8304
. AMtipieos raros  ravos
Monécitos 1-10 0-1730
Plaguetas {107} 200-500




APENDICE A - FICHA DE IDENTIFICACAO DOS ANIMAIS

FICHA IDENTIFICAGAO

Animal N® -T

Local Coleta:

Ficha Clinica N

Nome: Racga:

Idade: Sexo: Peso: Kg

Quadro Clinico:

Observagtes:

HEMOGRAMA

Hemacias: 1075 mm®

Hemoglobina: g% Hematocrito:
VCM: pm? CHCM:

HCM: Pg RDW:

Plaquetas: [ mm?

Leucocitos: I mm?

Diferencial:

gldL

Hemoparasitas:

OUTROS:
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