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RESUMO

COURA, Yasmim Couto e, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, margco de 2026.
Proteinograma sérico em infec¢fes bacterianas de suinos: revisado sistematica
e estudo experimental com Mycoplasma hyopneumoniae. Orientadora: Fernanda
Simone Marks. Coorientador: Leandro Abreu da Fonseca.

Mycoplasma hyopneumoniae é o agente primario da pneumonia enzooética suina
(PES), uma das principais enfermidades respiratorias da suinocultura intensiva,
caracterizada por curso cronico, impacto negativo sobre o desempenho produtivo e
limitacdes diagndésticas. As proteinas de fase aguda (PFAs) sdo biomarcadores
inflamatdrios com potencial para monitoramento objetivo de processos infecciosos
em suinos. Esta dissertacdo avaliou a aplicabilidade das PFAs e do perfil proteico
sérico por eletroforese capilar de zona (CZE) por meio de duas abordagens
complementares. No Capitulo 1, uma revisdo sistematica foi conduzida com o
objetivo de identificar e avaliar as PFAs envolvidas em processos infecciosos
bacterianos em suinos, reunindo dados de 36 estudos (1992-2025). A haptoglobina
(Hp) foi a PFA mais frequentemente avaliada e a de resposta mais consistente entre
diferentes agentes bacterianos e sindromes clinicas, com correlacdo frequente a
severidade das lesbes. Proteina C-reativa (CRP), amiloide sérica A (SAA) e Pig-
MAP apresentaram cinéticas e amplitudes complementares, e a analise evidenciou
gue painéis combinados oferecem maior robustez interpretativa do que marcadores
isolados. No Capitulo 2, um modelo experimental de PES foi conduzido com 20
leitbes distribuidos em trés grupos: controle negativo (n=4), infectados pela cepa de
alta viruléncia M. hyopneumoniae UFV01 (n=8) e infectados pela cepa de baixa
viruléncia UFV02 (n=8), com coletas seriadas de sangue de DO a D35. A CZE
revelou aumento das fracfes alfa e gama nos grupos infectados, compativel com
ativacado da resposta inata e humoral adaptativa, com o dia 21 pés-inoculacao (D21)
como principal ponto de discriminacdo entre grupos. Entre as PFAs avaliadas, alfa-1
glicoproteina acida, alfa-1 antitripsina e haptoglobina apresentaram diferencas
significativas entre grupos infectados e controle predominantemente em D21,
sugerindo que esse momento representa o pico da resposta inflamatdria sistémica
no modelo experimental. A concordancia entre as alteragbes das PFAs individuais e
as fracdes eletroforéticas reforcou a complementaridade das duas abordagens. Os
resultados sustentam que a integracdo de painéis de PFAs e CZE é eficiente para
caracterizagdo e monitoramento da dindmica inflamatéria induzida por M.
hyopneumoniae, com potencial de aplicagdo no monitoramento sanitario da
suinocultura.



Palavras-chave: biomarcador ; eletroforese capilar; inflamacao; pneumonia enzodética
suina; proteina de fase aguda



ABSTRACT

COURA, Yasmim Couto e, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March, 2026.
Serum proteinogram in bacterial infections of swine: a systematic review and
experimental study with Mycoplasma hyopneumoniae. Adviser: Fernanda
Simone Marks. Co-adviser: Leandro Abreu da Fonseca.

Mycoplasma hyopneumoniae is the primary causative agent of porcine enzootic
pneumonia (PEP), one of the most prevalent respiratory diseases in intensive swine
production, characterized by a chronic course, negative impact on productive
performance, and diagnostic limitations. Acute phase proteins (APPs) are
inflammatory biomarkers with potential for objective monitoring of infectious
processes in swine. This dissertation assessed the applicability of APPs and the
serum protein profile obtained by capillary zone electrophoresis (CZE) through two
complementary approaches. In Chapter 1, a systematic review was conducted to
identify and evaluate APPs involved in bacterial infectious processes in swine,
encompassing data from 36 studies (1992-2025). Haptoglobin (Hp) was the most
frequently assessed APP and the one with the most consistent response across
different bacterial agents and clinical syndromes, with a frequent correlation with
lesion severity. C-reactive protein (CRP), serum amyloid A (SAA), and Pig-MAP
showed complementary kinetics and response amplitudes, and the analysis indicated
that combined panels provide greater interpretive robustness than individual markers.
In Chapter 2, an experimental PEP model was conducted with 20 piglets assigned to
three groups: negative control (n=4), infected with the high-virulence strain M.
hyopneumoniae UFVO01 (n=8), and infected with the low-virulence strain UFV02
(n=8), with serial blood collections from DO to D35. CZE revealed increases in the
alpha and gamma fractions in infected groups, consistent with activation of the innate
inflammatory response and adaptive humoral response, respectively, with day 21
post-inoculation (D21) as the main point of discrimination between groups. Among
the APPs evaluated, alpha-1 acid glycoprotein, alpha-1 antitrypsin, and haptoglobin
showed significant differences between infected groups and the control,
predominantly at D21, suggesting that this time point represents the peak of the
systemic inflammatory response in the experimental model. The agreement between
changes in individual APPs and their corresponding electrophoretic fractions
reinforced the complementarity of the two approaches. The results support the use of
integrated APP panels and CZE as an efficient strategy for characterizing and
monitoring the inflammatory dynamics induced by M. hyopneumoniae, with potential
application in swine health monitoring.



Keywords: acute phase protein; biomarker; capillary electrophoresis; inflammation;
porcine enzootic pneumonia
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1. INTRODUCAO GERAL

Pneumonia Enzodtica Suina (PES) é uma das principais enfermidades
respiratérias da suinocultura intensiva, com distribuicdo global e impacto econdmico
expressivo, tendo como principal agente primario Mycoplasma hyopneumoniae. A
PES caracteriza-se por curso predominantemente crénico ou subagudo, com lesdes
pulmonares persistentes que resultam em reducdo do ganho de peso, piora da
conversao alimentar, aumento do indice de mortalidade e elevacao dos custos com
tratamentos e manejo sanitario (MAES et al., 2008; MAES et al., 2018).

A patogénese do M. hyopneumoniae envolve colonizacdo do epitélio ciliado
do trato respiratério, com consequente disfungcdo do mecanismo mucociliar e
persisténcia do estimulo antigénico local (THACKER, 2004). Esse processo favorece
a liberacdo continua de citocinas pré-inflamatérias, como IL-1B, IL-6 e TNF-a, que
atuam como mediadores centrais da resposta de fase aguda sistémica, induzindo o
figado a aumentar a sintese de PFAs positivas e reduzir a de PFAs negativas
(BAUMANN; GAULDIE, 1994). Essas proteinas apresentam variagdes mensuraveis
em concentracdo sérica durante processos inflamatorios e infecciosos, com potencial
para apoiar decisfes clinicas e interpretacdes epidemiolégicas em medicina
veterinaria (ECKERSALL; BELL, 2010).

O diagnéstico da PES representa um desafio clinico relevante, pois 0s sinais
clinicos e as lesdes macroscopicas sdo sugestivos, mas nao definitivos, e a
confirmacéo etiolégica demanda abordagem laboratorial especifica (THACKER, 2004;
MAES et al., 2008). Nesse cenario, ferramentas que permitam monitorar indiretamente
a intensidade e a progressédo da resposta inflamatoria associada a infeccdo ganham
importancia, tanto em modelos experimentais quanto em condi¢des de campo. A
resposta de fase aguda, componente da imunidade inata, é caracterizada por
alteracdes sistémicas mediadas por citocinas pro-inflamatérias, que promovem
mudancas na sintese hepética de proteinas plasmaticas denominadas proteinas de
fase aguda (PFAs) (BAUMANN:; GAULDIE, 1994; MURATA et al., 2004).

Em suinos, as principais PFAs positivas descritas incluem a haptoglobina
(Hp), a proteina C-reativa (CRP), a amiloide sérica A (SAA) e a proteina maior de fase
aguda suina (Pig-MAP), que apresentam cinéticas e magnitudes distintas conforme o
estimulo, o agente infeccioso e 0 contexto sanitario (SACO; BASSOLS, 2022).
Revisdes recentes indicam que painéis combinados de PFAs oferecem maior robustez

interpretativa do que marcadores isolados, uma vez que nenhuma proteina individual
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€ suficiente para caracterizar de forma abrangente a dinamica inflamatéria em
diferentes cenarios infecciosos (HEEGAARD et al.,, 2011). Entretanto, a literatura
permanece vaga quanto a aplicacdo especifica de PFAs em infec¢bes por M.
hyopneumoniae, com dados heterogéneos sobre cinética e magnitude da resposta
nesse modelo de inflamacé&o cronica.

A capacidade de M. hyopneumoniae de suprimir a resposta imune local e
comprometer o mecanismo mucociliar favorece a entrada e a multiplicacao de outros
agentes patogénicos, estabelecendo interacdes que caracterizam o Complexo de
Doencas Respiratorias dos Suinos (CDRS) e ampliam ainda mais o impacto produtivo
das afeccdes respiratorias (PIETERS; MAES, 2019). Nesse contexto, a suinocultura
brasileira, que ocupa a quarta posi¢ao no ranking mundial de producéo de carne suina,
com movimentagdo financeira superior a R$ 371,6 bilhdes e mais de um milh&o de
empregos diretos e indiretos em 2023 (ABCS, 2024; ABPA, 2024), é particularmente
vulneravel ao impacto da PES, tornando necessario o desenvolvimento de
ferramentas de monitoramento e diagndstico mais sensiveis e aplicaveis em
condi¢des de campo.

Complementarmente a quantificacdo especifica de PFAs por métodos
imunoldgicos, técnicas eletroforéticas de fracionamento proteico sérico contribuem
para uma leitura integrada do perfil proteico, permitindo a identificacéo de alteracdes
em fracdes associadas tanto a resposta de fase aguda (fracdes alfa e beta) quanto a
ativacdo imune adaptativa (fracdo gama). A eletroforese capilar de zona (CZE), em
particular, é descrita como técnica eficiente, automatizada e de rapida anélise, com
baixo consumo de amostra e boa reprodutibilidade, o que favorece seu uso como
ferramenta de triagem e suporte interpretativo quando associada a quantificacdo de
marcadores especificos (TAVARES, 1996; WEINBERGER, 2000).

As proteinas de fase aguda (PFAs) tém sido empregadas como
biomarcadores da resposta inflamatoria sistémica em diversas espécies, com
potencial para apoiar decisdes clinicas e interpretacdes epidemiolégicas na medicina
veterinaria (ECKERSALL; BELL, 2010). Em suinos, as principais PFAs positivas
incluem haptoglobina (Hp), amiloide sérica A (SAA), proteina C-reativa (CRP) e Pig-
MAP, cada uma com cinéticas, magnitudes e especificidades distintas conforme o
agente e o contexto sanitario (MURATA et al., 2004; SACO; BASSOLS, 2022). Apesar
do seu potencial, a interpretacdo de PFAs requer cautela, pois esses marcadores

refletem inflamacgéo sistémica sem indicar a etiologia especifica, o que reforca a



13

recomendacdo de abordagens combinadas e contextualizadas, integrando achados
clinicos, lesdes, dados de manejo e diagnostico etiolégico (THACKER, 2004,
ECKERSALL,; BELL, 2010).

Esta dissertacdo foi organizada em dois capitulos: o Capitulo 1 consiste em
uma revisao sistematica com o objetivo de identificar e sintetizar as principais PFAs
associadas a infeccbes bacterianas em suinos, avaliando sua frequéncia de uso,
padrbes de resposta, matrizes bioldgicas e relacdo com diferentes agentes; o Capitulo
2 apresenta um estudo experimental que quantifica PFAs e avalia fracdes proteicas
séricas por CZE em suinos infectados experimentalmente por M. hyopneumoniae,
integrando métodos imunolégicos e perfil eletroforético para uma percepcao
abrangente da dinamica inflamatoria sistémica. Ao integrar a sintese de evidéncias e
a investigagdo experimental controlada, busca-se contribuir para a compreenséo da
utilidade e das limitacdes das PFAs e do perfil proteico sérico como ferramentas de

monitoramento de processos infecciosos bacterianos na suinocultura.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cenério da suinocultura no Brasil

O Brasil ocupa a quarta posicédo no ranking do mercado mundial de producao
de carne suina, contribuindo com mais de cinco mil toneladas no ano de 2023 e
exportando mais de mil toneladas. Além disso, o consumo de carne suina
contabilizado por quilograma por habitante (kg/hab) aumentou aproximadamente 4 kg
em uma década, totalizando 18,3 kg/hab e evidenciando a valorizacédo da carne suina
na alimentagéo brasileira (ABPA, 2024).

A regido sul é a maior produtora de carne suina no Brasil, contando com mais
de um milhdo de matrizes tecnificadas. Seguida pelo sudeste, que contabiliza mais de
300 mil matrizes, sendo o estado de Minas Gerais responsavel por mais de 70% do
plantel de matrizes (ABCS, 2024). Em quarto lugar em producdo de carne no Brasil,
Minas Gerais contabiliza mais de 400 mil suinos, sendo considerado o maior produtor
da regido sudeste (IBGE, 2023).

Referente ao mercado financeiro, a suinocultura foi responsavel pela
movimentacdo de mais de 350 bilhdes dentro e fora das granjas, proporcionando
cerca de 150 mil empregos diretos e mais de um milhdo de empregos indiretos em
2023 (ABCS, 2024). A receita no mesmo ano foi de mais de dois milhdes e meio
apenas com as exportacdes. O crescimento da suinocultura no pais € inegavel, ja que
em uma década duplicou tanto o volume quanto a receita nas exportacées de carne
suina (ABPA, 2024).

2.2 Mycoplasma hyopneumoniae e seu impacto na suinocultura

As bactérias do género Mycoplasma séo fenotipicamente diferentes de outras
bactérias pela auséncia de parede celular e por serem 0s menores microrganismos
associados a autorreplicacdo (RAZIN, 1973). A auséncia da parede celular possibilita
uma morfologia pleomorfica podendo medir entre 0,2 a 0,8 um de diametro, pequeno
genoma que codificam 500 a 1000 genes (GAUTIER-BOUCHARDON, 2018). A
expressdo génica e outras caracteristicas genéticas reforcam a semelhanga as
bactérias gram-positivas, como ancestrais. Entretanto, ha uma limitacdo metabdlica e

das vias enzimaticas associada a maioria das bactérias (DYBVIG & VOELKER, 1996;
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SIMIONATTO et al., 2013). No entanto, mesmo com essas limitacdes, sdo capazes
de replicacdo independente e parasitismo, provocando doencas de grande impacto
econdmico, como PES (CORDOVA et al., 2016). M. hyopneumoniae foi isolado pela
primeira vez em 1957 no Reino Unido, cepa conhecida como J, e em 2005 teve pela
primeira vez seu genoma sequenciado (KOBISCH e FRIIS, 1996; VASCONCELOS et
al., 2005). Atualmente, ha quatro genomas brasileiros sequenciados e depositados no
GenBank, sendo eles 7.422 e 7.448 (VASCONCELOS et al., 2005; SIQUEIRA et al.,
2013) e UFV01 e UFV02 (TOLEDO et al., 2023).

M. hyopneumoniae € um patdgeno especifico de suinos domésticos (Sus scrofa
domesticus) e javalis (Sus scrofa scrofa) e com distribuicdo global (LEAL ZIMMER et
al., 2020). Este agente é considerado o agente primario da PES, doenca respiratoria
de carater cronico caracterizada por broncopneumonia, e responsavel por
significativas perdas econdmicas no setor da suinocultura, sendo relacionado ao
aumento de uso de medicamentos e vacinacdo e queda do desempenho dos suinos
(MAES et al., 2008).

M. hyopneumoniae provoca uma destruicdo do epitélio ciliar e a supresséo
imunoldgica, possibilitando a entrada de outros patégenos e ocasionando infeccdes
secundarias, agravando o quadro clinico (BAI et al.,, 2013; LIU et al., 2017). A
predisposicao das infec¢cdes concomitantes na maioria das vezes € de carater
bacteriano, podendo haver agentes virais e parasitarios envolvidos (PIETERS; MAES,
2019).

Os sinais clinicos aparecem de 10 a 16 dias apds a infec¢do, podendo variar
nas condicbes de campo e tem como principal caracteristica a tosse seca e cronica
(MAES et al., 2008). Em relacao as lesbes macroscoépicas, a consolidacdo pulmonar
na regido cranioventral é a mais classica, e estd geralmente localizada nos lobos
apicais, cardiacos e intermediarios (VALENCA et al., 2016; SARTURI et al., 2021;
TOLEDO et al., 2023). As lesdes microscopicas sdo determinadas, principalmente,
pela perda ciliar no epitélio respiratorio, hiperplasia do tecido linféide broncoalveolar
e, quando ha infec¢des secundarias nota-se infiltracdo de neutréfilos e macréfagos no
[imen dos bronquiolos, além do acumulo de linfécitos e plasmécitos nas areas
peribrébnquicas, peribronquiolares e perivasculares (BLANCHARD et al.,, 1992;
DEENEY et al., 2019).

O diagndstico assertivo da infeccdo causada pelo M. hyopneumoniae €

realizado pela confirmacéo laboratorial, mas os sinais clinicos e lesdes oferecem um
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diagnoéstico sugestivo (THACKER, 2004). Apesar do isolamento ser considerado
importante para o diagndstico etiologico, ndo é considerada uma pratica de rotina
quando se trata do M. hyopneumoniae devido a dificuldade e complexidade no
isolamento deste agente. Portanto, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é
considerada a principal técnica utilizada para deteccdo do microrganismo e,
consequentemente, da sua relacdo com a presenca da infeccdo no animal
(CALSAMIGLIA et al.,, 1999). O uso da imunofluorescéncia merece cautela na
interpretacdo, visto que a imunofluorescéncia pode apresentar uma sensibilidade
limitada e, principalmente, apresentar reacdo cruzada com outras espécies de
micoplasmas suinos, resultando em falsos-positivos e dificultando a interpretacdo. A
sorologia, por sua vez, é til para triagem, mas reflete exposicdo em nivel de rebanho
sem indicar propriamente a infec¢ao ativa no individuo (SORENSEN et al. 1997).

As principais medidas de controle da PES sédo por meio das préticas de
biosseguridade, praticas de manejo adequadas e vacinacdo regular (PIETERS;
MAES, 2019) Entretanto, a vacinacdo reduz o impacto do M. hyopneumoniae no
suino, mas ndo previne a infec¢do, fornecendo uma protecdo parcial para cepas
diversas e possibilitando a manutencédo do agente no rebanho (MAES et al., 2008). A
fim de diminuir as consequéncias da PES e outras doencas, o uso de antimicrobianos
€ uma realidade nas granjas e, na maioria das vezes, utilizados como terapéutica de
rebanho (MAES et al., 2020). Os antimicrobianos para doencas respiratOrias
apresentam maior eficdcia quando administrados por via parental (VICCA, 2005). A
pratica de ofertar medicamentos na agua e racdo ainda sdo presentes, tendo a
desvantagem de além da possibilitar a pressdo de selecdo da resisténcia
antimicrobiana nos animais saudaveis, a dose (geralmente subdose) tende a ser

ineficaz para o animal doente (MAES et al., 2018).

2.3 Proteinas de Fase Aguda

Proteinas de fase aguda (PFAs) sdo responséaveis pela modulagéo da resposta
a inflamacao, infeccdo, estresse ou lesdo tecidual modificando a sua concentracdo
(MURATA et al.,, 2004). Essas proteinas plasmaticas sdo, em maioria, de origem
hepatica e reguladas pelas citocinas pro-inflamatoérias, sendo classificadas em PFAs
positivas ou negativas (BAUMANN; GAULDIE, 1994). PFAs sao amplamente

utilizadas para diferenciar infec¢des clinicas e subclinicas (PETERSEN et al., 2002),
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inflamacdes agudas e cronicas (HORADAGODA et al., 1999), avaliar o bem-estar
animal e o tratamento de doencas (LAURITZEN et al., 2003; PINERO et al., 2007).

A ceruloplasmina, proteina C-reativa (CRP), alfa-1 glicoproteina &cida (AGP),
haptoglobina (Hp) e Pig-MAP s&o PFAs positivas, ou seja, tem suas concentragdes
aumentadas no sangue quando ha presenca de um processo inflamatorio no
organismo do hospedeiro. Ja as PFAs negativas sao reconhecidas pela diminuicédo de
suas concentracdes séricas, sendo elas apolipoproteina Al e albumina, por exemplo
(LAMPREAVE et al., 1994; CARPINTERO et al., 2007; HEEGAARD et al., 2011). Em
suinos, as duas principais PFAs sado a proteina de fase aguda principal do suino (Pig-
MAP) e a Hp, podendo estar aumentadas mais de 10 vezes em infec¢des bacterianas
e outros modelos experimentais (PETERSEN et al., 2004; HEEGARD et al., 2011).

A Pig-MAP apresenta aumento expressivo em resposta a infeccdes
bacterianas, inflamacées cronicas e estresse sanitario (PINERO et al., 2009). Sua
expressao é regulada predominantemente pela IL-6 em hepatdcitos primarios, e sua
funcdo bioldgica esta associada a modulacdo negativa da inflamacgéo, atuando na
regulacéo da resposta imune exacerbada (GONZALEZ-RAMON et al., 2000; CHOI-
MIURA et al., 2000). Estudos demonstram que a Pig-MAP é particularmente util como
marcador de inflamacao subclinica, uma vez que pode permanecer elevada mesmo
na auséncia de sinais clinicos evidentes, podendo ser utilizada em avaliacbes de
status sanitario de granjas comerciais (PINERO et al., 2009).

A Hp é uma PFA positiva amplamente detectada em suinos por sua associacao
com inflamacdo bacteriana, tanto em infeccbes respiratérias quanto sistémicas
(PINERO et al., 2007). Elevacdes séricas foram demonstradas em infec¢&o natural ou
experimental por Actinobacillus pleuropneumoniae (HALL et al., 1992; SORIANO et
al., 2005; HEEGAARD et al., 2011) e também apds desafio intranasal por Bordetella
bronchiseptica e Pasteurella multocida toxigénica, agentes relevantes no complexo
respiratério suino (FRANCISCO et al.,, 1996). Na presenca de infec¢bes por
Streptococcus suis, ja foi observado que a Hp também se eleva tanto em quadros
clinicos quanto subclinicos, com resposta mensuravel e potencial para vigilancia de
rebanho (KNURA-DESZCZKA et al., 2002; SORENSEN et al., 2006).

A amiléide sérica A (SAA) é frequentemente descrita como componente
altamente responsivo da resposta de fase aguda (MURATA et al., 2004). Em suinos,
h& evidéncias de regulagéo diferencial de isoformas de SAA em resposta a infecgéao
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bacteriana, sugerindo um sistema modulavel e potencialmente informativo para
caracterizacao da resposta do hospedeiro (SKOVGAARD et al., 2009).

A CRP tem sido utilizada em suinos como marcador sistémico, aparecendo em
estudos que avaliam resposta imune e biomarcadores em infeccoes bacterianas
(ECKERSALL; BELL et al, 2010). Em infeccdo experimental por A.
pleuropneumoniae, a CRP foi descrita como indicador sensivel de infeccdo quando
avaliada em conjunto com Hp, Pig-MAP e SAA (HEEGAARD et al., 2011).

Além das PFAs positivas, a quantificacdo de PFAs negativas pode ser
informativa, como por exemplo, a Alipoproteina A-l apresenta reducdo durante
processos de fase aguda induzidos experimentalmente em suinos, destacando que a
resposta de fase aguda envolve ndo apenas aumento de marcadores, mas também
reconfiguragcdo de proteinas associadas ao metabolismo e transporte lipidico
(CARPINTERO et al., 2005). Esse aspecto fortalece abordagens que avaliam perfis
combinados como estratégia de maior robustez interpretativa (HEEGAARD et al.,
2011).

O mecanismo pelo qual a resposta de fase aguda € desencadeada envolve
uma sequéncia coordenada de eventos a partir do reconhecimento do patégeno.
Padrées moleculares associados a patdgenos (PAMPSs), como lipopolissacarideos
bacterianos e lipoproteinas de micoplasmas, sédo reconhecidos por receptores do tipo
toll (TLRs) em macréfagos e mondcitos, induzindo a liberagdo de citocinas proé-
inflamatérias, principalmente IL-6, IL-1B e TNF-a (BAUMANN; GAULDIE, 1994). A IL-
6, em especial, atua sobre hepatdcitos via receptor gp130, ativando a via JAK-STAT3
e induzindo a transcricdo de genes de PFAs positivas, a0 mesmo tempo em que
suprime a sintese de PFAs negativas como albumina e transferrina. Embora a sintese
hepatica seja predominante, a expressao de PFAs também ocorre em outros tecidos,
incluindo linfonodos, glandulas salivares, pulmao e trato gastrointestinal, contribuindo
para a resposta inflamatéria local e sisttmica (MURATA et al., 2004; SACO;
BASSOLS, 2022).

A interpretacdo das concentragbes de PFAs deve considerar que variaveis
fisioldgicas e de manejo influenciam os valores basais e a magnitude da resposta. A
idade € um dos principais fatores: leitdes recém-nascidos apresentam concentragdes
séricas distintas de animais em crescimento e adultos, com variacdes observadas
especialmente em Hp e transferrina ao longo das fases produtivas (MURATA et al.,

2004). A ragca também pode modular a intensidade da resposta: estudos com modelos
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de infeccdo por A. pleuropneumoniae demonstraram diferencas significativas na
magnitude da resposta de PFAs entre racas como Landrace Alema, Pietrain, Large
White e Hampshire, sugerindo componente genético na regulacédo dessas proteinas
(BENGA et al., 2009). O sexo exerce influéncia limitada, porém documentada em
algumas espécies e condicdes especificas. A dieta e o estado nutricional podem afetar
concentracfes basais, especialmente de proteinas cujo metabolismo depende de
micronutrientes como ferro e cobre, sendo relevantes para a ceruloplasmina e a
transferrina. Por fim, o uso de antibi6ticos pode suprimir a resposta inflamatoéria e,
consequentemente, atenuar as concentracfes de PFAS, o que deve ser considerado
ao interpretar resultados de animais sob tratamento (ECKERSALL; BELL, 2010;
SACO; BASSOLS, 2022).

2.4 Eletroforese capilar

A movimentacado eletroforética promove o fracionamento das moléculas por
meio da criacdo de um campo elétrico. Este movimento permite a separacdo em sub
grupos proteicos por meio da carga e tamanho das proteinas (THRALL, 2007; SCOTT,;
STOCKHAM, 2011). A aplicacdo da eletroforese com auxilio de capilares de silica
fundida revolucionou o conceito de separacdo de moléculas, pois a utilizacdo dos
capilares tem como vantagem a aplicacao de altas voltagens que agilizam a corrida e
reduzem o efeito Joule, além de ser aplicado um pequeno volume da amostra
(TAVARES, 1996; WEINBERGER, 2000). O equipamento é constituido basicamente
por um capilar, com didmetro interno entre 20 e 100 um e comprimento entre 20 e 60
cm, com as extremidades mergulhadas em um recipiente contendo eletrélito e
eletrodos ligados a um gerador de alta voltagem. A partir deste detector, € gerado um
grafico que mostra a evolucdo da corrida eletroforética em funcdo do tempo,
denominado de eletroferograma (PETRUCI et al., 2022). Essa corrida eletroforética
permite dividir as proteinas em albumina, a, B, y-globulinas, e suas respectivas
subfracdes proteicas.

Na eletroforese capilar de zona (CZE), modalidade mais utilizada para
fracionamento proteico sérico, cada fracao representa um agrupamento funcional
distinto de proteinas. A albumina € a proteina sérica mais abundante, com funcéo de
transporte de moléculas diversas e manutencdo da pressdo oncotica, sendo

classificada como proteina de fase aguda negativa, pois sua concentragdo diminui
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durante processos inflamatorios. As alfa-globulinas (alfa-1 e alfa-2) compreendem
principalmente proteinas de fase aguda positivas: a fracdo alfa-1 inclui a alfa-1
glicoproteina acida (AGP) e a alfa-1 antitripsina, enquanto a fracdo alfa-2 agrega a
haptoglobina (Hp) e a ceruloplasmina (Cp). As beta-globulinas (beta-1 e beta-2)
contém transferrina, uma PFA negativa, além de componentes do sistema
complemento. Ja as gama-globulinas correspondem predominantemente as
imunoglobulinas (1gG, IgM, IgA), refletindo tanto a resposta imune adaptativa humoral
guanto a expansao linfoide associada a processos infecciosos crénicos, como a
hiperplasia do tecido linfoide broncoassociado (BALT) observada na PES (PRICE et
al., 1987; BURTIS et al., 2012).

Em medicina veterinéria, a eletroforese capilar tem sido empregada para
avaliacdo do perfil proteico sérico em diversas espécies, com vantagens sobre a
eletroforese em gel de agarose em termos de automacdo, reprodutibilidade e
objetividade na quantificacdo das fracdes (PETERSEN et al., 2004; CRAY et al.,
2009). Em suinos, os valores de referéncia para as frac6es proteicas por CZE ainda
carecem de maior padronizagdo, uma vez que fatores como raca, idade, sexo e
condicdo sanitaria podem influenciar os valores basais. A combinacdo da CZE com a
qguantificacdo especifica de PFAs por métodos imunoldgicos potencializa o poder
interpretativo, pois permite correlacionar as alteracdes nas fracoes eletroforéticas com
os marcadores moleculares responsaveis por essas alteracbes, abordagem que
amplia a sensibilidade diagnostica sem aumentar expressivamente 0s custos
analiticos (GABAY; KUSHNER, 1999; CERON et al., 2008).

2.5 Quantificacdo das proteinas de fase aguda

A utilizacdo do ELISA para a quantificacdo das proteinas de fase aguda tem
ganhado destaque nos ultimos anos, evidenciando novas aplicagbes dessas
ferramentas no diagnéstico e monitoramento do estado sanitario de rebanhos
(PETERSEN et al., 2004; MURATA et al., 2004). Pifiero et al. (2009) demonstraram a
eficacia do ELISA ao compararem as concentragcdes de Pig-MAP em fazendas com
diferentes niveis de saude. O estudo revelou que propriedades com bom estado
sanitario apresentaram uma meédia de concentragcdo de 0,83 mg/mL, enquanto
aguelas com baixo estado sanitario atingiram 1,68 mg/mL. Além disso, foi observada

uma variacdo na concentracdo dessas proteinas entre diferentes faixas etarias,
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especialmente em fazendas com menor status sanitario, ressaltando o potencial
desses biomarcadores para 0 acompanhamento da saude animal.

A turbidimetria € uma técnica que se baseia na dispersédo da luz causada por
particulas em suspensdo na amostra. Em ensaios imunoturbidimétricos, a formacgéo
de complexos antigeno-anticorpo leva a um aumento da turbidez da solucéo, o que
leva a quantificacdo da amostra (PRICE et al., 1987; BURTIS et al., 2012) Esta técnica
pode ser utilizada para a determinacdo de proteinas de fase aguda devido a rapidez
e aplicabilidade em analises de rotina. A quantificacdo de PFAs por turbidimetria é
uma alternativa eficiente, principalmente quando a agilidade na obtencdo de
resultados € um fator decisivo, como no monitoramento de processos inflamatorios
em diversas espécies (ABDULLAH, 2021). Estudos descrevem o desenvolvimento e
validacdo de ensaios imunoturbidimétricos para proteinas como a CRP demonstrando
precisao, reprodutibilidade e aplicabilidade para rotina clinica e laboratorial (GABAY;
KUSHNER, 1999; CERON et al., 2008; CHRISTENSEN et al., 2014). Embora possa
apresentar diferencas de sensibilidade em comparacdo com o ELISA, a turbidimetria
€ uma ferramenta robusta para muitas aplicacdes diagndsticas e de acompanhamento
de doencas (PRICE et al., 1987; CERON, et al. 2005)
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3. CAPITULO 1: REVISAO SISTEMATICA
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3.1 Resumo

As infeccdes bacterianas representam um importante desafio sanitario na
suinocultura, estando associadas a perdas produtivas, como o0 aumento da
mortalidade, e impactos no bem-estar animal. A resposta de fase aguda constitui um
componente relevante da imunidade inata frente a processos infecciosos, sendo
caracterizada pela modulacdo das concentracdes séricas de proteinas de fase aguda
(PFAs). O objetivo desta revisédo sistematica foi identificar e evidenciar as principais
PFAs associadas a infecgBes bacterianas em suinos, avaliando sua frequéncia de
uso, padrbes de resposta, tipos de amostra e relacdo com diferentes agentes
bacterianos. A reviséo foi conduzida de acordo com as diretrizes PRISMA, com buscas
nas bases Web of Science, PubMed e Scopus, resultando na inclusao de 36 estudos
publicados entre 1992 e 2025. Os resultados demonstram que a haptoglobina (Hp) é
a PFA mais frequentemente avaliada e a mais consistentemente associada a
infeccbes respiratérias, entéricas e sistémicas, independentemente do agente
bacteriano. A proteina C-reativa (CRP) apresentou utilidade complementar,
especialmente em infeccdes sistémicas e sepse, embora com resposta dependente
do modelo experimental e da janela de amostragem. Ja a proteina amil6ide sérica A
(SAA) exibiu comportamento tipico de proteina de fase aguda rapida, com evidéncias
de regulacdo isoforma-especifica e participacdo na resposta inflamatéria local.
Enquanto que a Pig-MAP (ITIH4) destacou-se principalmente em abordagens
multiparamétricas e em matrizes alternativas, indicando maior aplicabilidade em
condi¢des de campo. Em conjunto, os achados indicam que utilizar uma PFA isolada
nao € suficiente para caracterizar de forma abrangente infeccbes bacterianas em
suinos, sendo recomendada a utilizacdo de painéis combinados de PFAs para
aumentar a compreensao da dinamica inflamatéria.

Palavras-chave: Biomarcadores; haptoglobina; infec¢cdes bacterianas; inflamacéao;
pig-MAP.

3.2 Introducéo

As infec¢cbes bacterianas sdo um dos principais problemas sanitarios da
suinocultura, impactando negativamente nos indices de desempenho produtivo e
bem-estar, e aumentando a frequéncia de mortalidade e os custos com tratamentos

29,30 Infecgdes por Actinobacillus pleuropneumoniae, Mycoplasma hyopneumoniae,
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Salmonella enterica sorovar typhimurium e Streptococcus suis sdo exemplos de
doencas respiratorias, entéricas e sistémicas, causadas por agentes endémicos na
suinocultura %718

A resposta de fase aguda constitui a imunidade inata perante a infeccéo
bacteriana, sendo caracterizada por alteragbes no metabolismo proteico,
principalmente hepatico, levando a modulacao da concentracdo de proteinas de fase
aguda (PFAs) na circulacéo sistémica e em tecidos periféricos ° Em suinos, diversas
PFAs ja foram descritas, incluindo haptoglobina (Hp), proteina C-reativa (CRP),
amiloide sérica A (SAA) e a proteina maior de fase aguda suina Pig-MAP (ITIH4), além
de proteinas de fase aguda negativas como albumina, transferrina e apolipoproteina
A-I| 9,10,44

O interesse nas PFAs séricas como sinalizadoras da infec¢do bacteriana se
baseia na inducdo relativamente rapida, da correlacdo com a intensidade da
inflamac&o e, em alguns casos, da associacao com severidade clinica e extensao das
lesGes 22 Além disso, estudos demonstraram que é possivel a deteccdo de PFAs em
amostras alternativas como fluido oral, lavado broncoalveolar (BALF), liquido
cefalorraquidiano e tecidos infectados 192232

Apesar do numero de publicacfes, a literatura permanece limitada quanto aos
agentes bacterianos investigados, aos modelos experimentais utilizados, as amostras
biologicas avaliadas e as PFAs consideradas. Até o momento, ndo ha uma sintese
sistematica que consolide, de forma comparativa, quais PFAs estdo mais relacionadas
a infeccbes bacterianas em suinos, bem como suas diferencas de cinética,
aplicabilidade diagnéstica e relevancia em condi¢cdes experimentais e de campo.
Diante disso, 0 objetivo desta revisdo sistematica € identificar as principais PFAs
associadas a infeccbes bacterianas em suinos, avaliando sua frequéncia de uso,
padrées de resposta, materiais bioldgicos e relagdo com os diferentes agentes, com

foco em sua utilidade como biomarcadores inflamatorios.

3.3 Material e métodos

3.3.1 Estratégia de pesquisa
O protocolo desta reviséo sistematica foi desenvolvido com base na estratégia
PICOS (populacéo, intervengao/exposicdo, comparacdo, desfecho e desenho do

estudo), com o objetivo de responder a questao: “Quais sédo as principais proteinas de
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fase aguda em infecgdes bacterianas em suinos?”. A revisdo foi conduzida em
conformidade com as diretrizes PRISMA3> A busca bibliogréafica foi realizada nas
bases Web of Science, PubMed e Scopus, incluindo artigos originais publicados até
agosto de 2025. Os termos foram aplicados em titulos, resumos e palavras-chave,
combinando descritores relacionados a espécie, as proteinas de fase aguda e ao
componente infeccioso bacteriano, utilizando-se a logica booleana: (“swine” OR
“‘porcine” OR “pigs”) AND (“acute phase proteins” OR “haptoglobin® OR “C-reactive
protein” OR “pig-map”) AND (“bacterial infection” OR “bacteremia” OR “sepsis”). A
partir do resultado da pesquisa, o fluxograma (Figura 1) evidencia 0s processos
realizados na selecédo dos artigos, retirando os artigos duplicados e excluindo com
base nos critérios no resumo dos artigos. Apos isso, foi realizada uma leitura textual
completa dos incluidos na primeira etapa e analisados novamente, para a extracao

dos dados.

3.3.2 Critérios de selecéo

Para que um estudo fosse incluido nesta revisdo, foram avaliados os
seguintes critérios: (1) infeccbes bacterianas confirmadas, naturais ou induzidas, em
suinos em qualquer idade ou sexo; (2) analise quantitativa da resposta de proteina de
fase aguda, mesmo que nao seja o principal objetivo do estudo. JA4 em relacdo aos
critérios de exclusao, foram aplicados: (1) ndo identificar qual bactéria usada para o
estudo; (2) inclusdo de terapias antimicrobianas e/ou vacinas; (3) analises de
diferentes dietas ou uso de probidticos; (4) estudos com qualquer outro mamifero sem
ser suino; (5) associacdo com agentes virais; (6) artigos de revisdo, tese ou

dissertacao; (7) textos completos inacessiveis.
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[ Identification of studies via databases ]

Records identified from
.E Databases: Records removed before
3 Web of Science (n = 75) | screening.
= PubMed/MEDLINE (n = 122) » Duplicate records removed
5 Scopus (n = 164) (n=90)
] Total = 361

—
.| Reports excluded: 217
z:ri]efo;%s)screened g Wrong population (n = 79)
- Intervention (n = 52)
Without bacteria (n = 20)
Viral disease (n=11)
o Wrong study design (n = 40)
E Wrong publication type (n = 15)
8
]
Y
Reports assessed for eligibility Reports excluded after eligibility
(n=50) (n=14)
A

E Studies included in review
3 (n=36)
Q
5

Figura 1 — Fluxograma da revisao sisteméatica com a descricdo dos processos da
selecéo dos artigos, de acordo com o PRISMA.

3.3.3 Extracdo de dados

Os registros recuperados foram organizados e triados com auxilio da
plataforma Rayyan. Apds a sele¢do por titulos e resumos, os estudos elegiveis foram
obtidos em texto completo e lidos integralmente, sendo analisados novamente para
inclusdo na revisdo. A extracdo de dados foi conduzida com foco na resposta de
proteinas de fase aguda perante a infeccdo bacteriana, registrando: as PFAs
mensuradas, 0 agente bacteriano e a condic¢ao infecciosa estudada, o tipo de amostra,
o tipo de estudo, bem como uma sintese do resultado e informagdes sobre a conducao
experimental. Os estudos incluidos na revisdo abrangeram o periodo de publicacdo

de 1992 a 2025.
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A andlise sistematica dos estudos incluidos (Tabela 1) avalia a resposta de

fase aguda em suinos a partir da modulacdo das PFAs em diferentes cenarios. No

contexto, as pesquisas apresentam analises tanto em infecgfes bacterianas induzidas

ou naturais, com diferentes patdgenos e uma variabilidade na coleta de amostras. Em

geral, os estudos demonstraram uma elevacdo das PFAs positivas perante infeccbes

bacterianas e ressaltaram a importancia de uma analise combinada entre proteinas

para verificar e aumentar a sensibilidade como marcadores de inflamacéo.

Tabela 1. Extracdo dos dados dos 36 artigos selecionados incluindo o modelo do
estudo, o agente bacteriano, o tipo de amostra, a modulagédo das PFAs analisadas

perante a infeccéo.

Estudo Amost Agente PFAs Sintese Ref.
ra bacteriano
Sepse - Soro  Staphyloco CRP As medicbes de CRP nédo [24]
experiment ccus revelaram  aumentos ou
al aureus variacées significativas
durante o periodo de anélise
(4h).
Infeccdo  Soro  A. CRP, Hp, ACRP, Hpe Cpevidenciaram [12]
respiratoria pleuropneu Cp, TFR um aumento significativo no
- moniae dia 4 po6s infeccdo. A TFR
Experiment apresentou uma diminuicéo
al no dia 4, como esperado para
uma PFA negativa. As PFAs
voltaram ao nivel basal ou até
menores ao dia 21.
Artrite - Soro  S. suis CRP, A SAA e CRP responderam [46]
Experiment SAA, Hp, precocemente (1° e 2° dia).
al pig-MAP, CRP se mostrou elevada
ApoA-I| durante a maior parte do

experimento, enquanto SAA
diminuiu rapido. Hp e pig-MAP

aumentaram lentamente e
permaneceram elevadas.
ApoA-l teve seu minimo

guando SAA e PCR atingem
seu maximo, sendo precoce.



Sepse - Soro
Experiment

al

Disenteria Soro

Experiment
al

Disenteria Fluido
-Campo  oral

Meningite - Fluido

Campo oral
Sepse - Soro
Experiment

al

Infeccdo  Soro

respiratoria

Experiment
al

S. suis

Brachyspir
a
hyodysent
eriae

Escherichi
a coli

S. suis

Pseudomo
nas
aeruginosa

M.
hyopneum
oniae

ApoA-I,
pig-MAP

SAA

Hp, Pig-
MAP

Hp, Pig-
MAP

CRP

CRP

ApoA-I como PFA negativa,
apresentou uma reducdo de
50% no primeiro dia poés-
infeccdo, mas os valores
minimos foram vistos no 2° e
3°. A pig-MAP evidenciou um
aumento, variando de 12 a 40
vezes 0s valores iniciais, nos
dias 4 e 6 pés-infeccéo.

SAA aumentada em animais
apresentando sinais clinicos
durante os primeiros trés dias,
seguido de uma diminuicéo
até odia 7.

Hp e pig-MAP  foram
significativamente diferentes
entre 0 grupo saudavel e
infectado. Hp apresentou um
aumento médio de 3,8 vezes
no grupo infectado em relagéo
ao saudavel, e Pig-MAP de
2,8 vezes, aproximadamente.

Aumento significativo de Hp e
Pig-MAP na saliva dos suinos
infectados em relacdo aos
saudaveis, corroborando com
o0 desempenho de outros
grupos de analitos analisados,
como o0s relacionados ao
estresse.
CRP nao apresentou
aumento, limitando  sua
utilidade diagndstica na janela
avaliada de 18 h de analise da
bacteremia.

A CRP evidenciou um
aumento nas concentracdes
médias tanto no grupo
controle quanto no infectado.
No entanto, nenhum dos dois
grupos apresentaram um
aumento linear, ndo sendo
considerado relevante como
indicador da infecgéo.
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[4]

[14]

[26]

[19]

[47]

[29]



Infecgéo Soroe A. CRP, Hp
respiratoria fluido pleuropneu

-Campo  oral moniae

Infecgéo Soroe A. Hp
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Infeccéo Figado A. SAA,
respiratoria pleuropneu CRP, Hp,
- moniae FGG,
Experiment Pig-MAP,
al Alb, TFR,
ApoA-I

Osteomielit Figado, S. aureus  SAA,

e- soro, CRP, Hp,
Experiment osso Pig-MAP,
al TFR

A concentragédo de CRP e Hp
foi maior no fluido oral (5,9 e
4,4 vezes) do que no soro (4,0
e 3,8 vezes).

Hp aumentou
significativamente em trés das
quatro racas analisadas
durante o periodo pré
infeccdo até o 4° dia pos-
infeccao. Houve uma
correlacdo positiva com os
escores clinicos, exceto a
Pietran.

No 4° dia pés-infeccédo, Hp foi
menor em suinos Hampshire,
e AGP e transferrina foram
menores em suinos Landrace
Alema. No 20° dia, AGP e Hp
foram menores em suinos
menores em Hampshire.

Os genes que mais
expressaram foram SAA e
pig-MAP. Hp, CRP e FGG
também aumentaram. Ja as
PFAs negativas, Alb, TFR e
ApoA-I, apresentaram
expressbes menores, sendo
TFR e Alb as mais destacadas
das PFAs negativas.

A expresséao génica do tecido
0sseo infectado apresentou
um aumento em pig-MAP e
uma diminuicdo de TFR
significativos, mas CRP e Hp
nao apresentaram. A
expressao hepatica
evidenciou aumento em pig-
MAP, CRP e SAA, apenas. Ja
a concentracdo sérica de
CRP, SAA e Hp estavam
elevados no dia 5 mas
diminuiram logo apos.
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Soro  S.enterica Pig-MAP
sorovar
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m e E. coli
enterotoxig
énica K88

Soro A. SAA,
pleuropneu CRP, Hp
moniae

Soro M. Hp
hyopneum
oniae

Soro M. Hp
hyorhinis

A expresséo génica de SAA
apresentou aumento
significativo em todos tecidos,
exceto na amigdala. Na
glandula salivar, todas PFAs
aumentaram

significativamente em relacéo
ao controle. As concentragcdes
de CRP no soro aumentou
apos oito horas pos-infeccéao,

embora Hp ficaram
inalteradas. Na saliva, CRP e
Hp apresentaram  niveis
aumentados nos animais
infectados.

Pig-MAP aumentou

significativamente em casos
com fezes muito viscosa e
aguosas com ou sem sangue.
Entretanto, os animais que
tiveram sem diarreia ou leve
apresentaram pig-MAP
semelhante ao grupo controle.

O aumento das PFAs ocorre
ap6s 24 horas pos-infeccao).
Hp apresentou a maior média
em 48 hpi, CRP estabilizou
nas 24 e 48 hpi em animais
infectados. SAA teve o0 pico
em 48 horas seguido de uma
leve queda em 72 hpi.

Em animais com Pneumonia
Enzodtica Suina
apresentaram maior
concentracao de Hp no abate.
No entanto, ressalta a
limitacdo influenciada pela
estrutura da granja.

Em duas linhagens de leitdes
relacionadas a  resposta
iImune, obteve-se a Hp maior
na linhagem com baixa
resposta imune, exceto no dia
3 pos-infecgao. Em
contrapartida, a alta linhagem
manteve a Hp em menor
concentracao.
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S.aureus

A.
pleuropneu
moniae; S.
suis; M.
hyosynovia
e

M.
hyopneum
oniae + M.
hyorhinis
ou M.
flocculare

A.
pleuropneu
moniae

CRP

Hp

Hp

CRP; Hp;
pigMAP;
SAA; Alb;
TFR;
ApoAl

Hp;
pigMAP

Hp

CRP aumenta acompanhando
a sepse e alteragbes
sistémicas, principalmente a
temperatura corporal. Além
disso, ressalta-se um pico
notavel nas 36 horas pos-
infeccao.

Hp aumentou nos leitbes
infectados em paralelo com os
sintomas clinicos, atingindo o
pico 3 e 7 dias pos infec¢ao, e
retornando aos niveis normais
no dia 14 pés-infeccéo.

Hp aumentou em todos os
animais infectados do 1° ao
10° dia  péds-inoculacao,
seguida de uma diminuicéo
em direcao ao nivel basal.

As principais PFAs relevantes
para o estudo foram: CRP,
Hp, pig-MAP e ApoA-I. Alb,
TFR e SAA nédo foram
consideradas devido a grande
variacdo entre animais e

respostas inconsistente. A
pig-MAP teve um 6timo
desempenho global com
maior  sensibilidade para

deteccédo da doenca.

Hp e pig-MAP apresentaram
um aumento no dia 13 pos-
infecgdo, seguido de um
declinio. No entanto, Hp
aumentou em todas
coinfeccdes no 13 dpi e pig-
MAP teve um aumento
notavel no grupo infectado
tardiamente com M. hyorhinis.

Hp apresentou um aumento
significante em 18 a 24 horas
pés-infeccéo tanto na
inoculacao endotraqueal
guanto intranasal.
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Hp aumentou, pelo menos,
2,5 vezes o nivel basal apos
24 horas poés desafio, se
estabilizando no dia 3 e
mantendo um nivel alto
durante o experimento.

Hp, CRP, Pig-MAP e SAA
apresentaram niveis maximos
no dia 2 e 5. Hp, pig-MAP e
CRP ja estavam elevados na
primeira medicdo, 24 horas
pos-infeccdo. Entretanto, SAA
ndo foi quantificada como as

outras  PFAs, utilizou-se
apenas blotting.

Isoformas de SAA
apresentam perfis de
expressdao distintos entre
tecidos nos animais

infectados, sendo o figado
com mais expressao de SSA2
e SAA3. No entanto, SAA3
teve maior expressao no
pulméo e baco do que SAA2,
em ambas infeccdes.

A expressdo extra-hepatica
ocorreu principalmente em
tecidos linfoides e glandulas.
A expressdo no figado foi
significativamente maior nos
animais infectados. A
expressédo no linfonodo foi a
segunda maior entre as
proteinas SAA, Hp, pig-MAP e
CRP. J4 nas concentractes
séricas, oObservou-se um
aumento em SAA e Hp
evidentes entre o0 periodo
antes e pos-infeccéo.

Hp apresentou um aumento
abundante ja nas 6 horas poés-
infeccdo no plasma, e se
destacou na analise do LCR.
Além disso, as CRP e SAA
também aumentaram apos a
infeccdo tanto no plasma
quanto no LCR..
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B.
hyodysent
eriae

Yersinia
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ca

Pulmao S. aureus

€ Soro

Hp,
ApoA-I

Hp

Hp

Hp, CRP

CRP, Hp,
Alb

SAA,
CRP

ApoA-I  apresentou uma
expressdo reduzida dos
animais infectados, Hp

apresentou menor regulacao
gquando comparado 0 grupo
controle e infectado.

Hp aumenta rapidamente
apés a infeccdo, e se
correlaciona com 0s sinais
clinicos e lesdes.

Hp sérica reflete a interacéo
patdgeno-hospedeiro em
infeccdo respiratoria e avalia
precoce e gravidade na
coinfeccao

Hp mais sensivel em fase
precoce e CRP com melhor
atuacdo na fase aguda,
apoiando o uso conforme a
etapa clinica.

Infeccdo na gestacdo icom
CRP apresentando maior
capacidade entre grupos e Hp
contribuindo para
caracterizacdo da resposta
sistémica.

Varia com a carga bacteriana
e o tipo de amostra, como
SAA no pulméo, que associa
a severidade de lesao.
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Hp — haptoglobina; SAA — sérum amiloide A; CRP — proteina C reativa; pig-MAP —

principal proteina aguda em suinos; Alb — albumina; TRF — transferrina; FGG —
fibrinogénio; AGP — alfa-1 glicoproteina acida; ApoA-1; alipoproteina A-1; Cp —

ceruloplasmina;

A resposta de fase aguda é caracterizada pela elevacao ou diminuicdo de um

conjunto recorrente de PFAs, com destaque para haptoglobina (Hp), proteina C-

reativa (CRP), amiléide sérica A (SAA) e Pig-MAP sendo mais citadas entre 0s

estudos (Tabela 2). A Hp foi a PFA avaliada com maior frequéncia, estando presente

na maioria dos estudos, independentemente do agente bacteriano, do modelo

experimental ou da amostra bioldgica analisada, apresentou elevagéo consistente em
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infeccbes respiratorias, entéricas e sistémicas. A CRP apresentou comportamento
mais dependente da janela temporal e do desenho experimental, mostrando resposta
limitada em modelos muito precoces de sepse, mas elevacédo em infec¢des sistémicas
estabelecidas e em quadros respiratérios agudos.

A SAA demonstrou alta sensibilidade, com elevacdo precoce em diversos
modelos, embora com maior variabilidade entre estudos, o que levou a sua exclusao
de algumas abordagens. Pig-MAP mostrou-se como um marcador robusto e
complementar, especialmente em estudos comparativos e em matrizes alternativas
como saliva, apresentando bom desempenho discriminatorio tanto em condi¢des
experimentais quanto de campo. Proteinas de fase aguda negativas, como albumina
(Alb), transferrina (TRF) e apolipoproteina A-I (ApoA-I), foram menos avaliadas, porém

mostraram reducdes consistentes durante a fase aguda em alguns patégenos.

Tabela 2. Relac&o entre o nimero de estudos que as proteinas de fase aguda foram
analisadas e a classificacao da regulacao perante a infec¢éo bacteriana.

Proteina de Fase Aguda Tipo de Regulacéao N° de estudos
Haptoglobina (Hp) Positiva 22
Proteina C-reativa (CRP) Positiva 16
Amildide sérica A (SAA) Positiva 12
Pig-MAP Positiva 11
Albumina (Alb) Negativa 6
Transferrina (TFR) Negativa 6
Apolipoproteina A-1 (ApoA-I) Negativa 4
Ceruloplasmina (Cp) Positiva 2
a-1-glicoproteina acida (AGP) Positiva 2
Fibrinogénio (FGG) Positiva 2

Tabela 3. Relagao entre o0 agente bacteriano e os principais sistemas/afeccdes
relacionados analisados nos artigos incluidos na revisao sistematica.

Agente bacteriano Principal sistema N° de estudos
Actinobacillus pleuropneumoniae Respiratorio 15
Streptococcus suis Sistémico / Respiratorio 7
Staphylococcus aureus Sistémico / Osseo 5
Mycoplasma hyopneumoniae Respiratorio 4
Salmonella Typhimurium Entérico 3
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Agente bacteriano Principal sistema N° de estudos
Brachyspira hyodysenteriae Entérico 3
Escherichia coli (ETEC) Entérico 2
Mycoplasma hyorhinis Respiratorio 2
Bordetella bronchiseptica Respiratério 1
Pasteurella multocida Respiratério 1
Staphylococcus epidermidis Sistémico 1
Yersinia enterocolitica Entérico 1
Pseudomonas aeruginosa Sistémico 1

Dentre as infec¢des suinas, as afeccdes do sistema respiratorio foram as
principais estudadas (Tabela 3), destacando A. pleuropneumoniae como agente
patolégico de maior interesse no entendimento da modulacdo das PFAs durante a
pleuropneumonia suina. M. hyopneumoniae também se destacou nas infeccbes
respiratorias aparecendo em quatro trabalhos. S. suis foi mencionado em estudos de
afeccbes respiratorias e sistematicas, tanto em pesquisas experimentais e em campo.
Dentre as bactérias entéricas, Salmonella enterica sorovar Typhimurium e B.
hyodysenteriae foram os mais citados ressaltando como as PFAs se modulam durante
as desinterias suinas. A maioria das bactérias analisadas nos sistemas sistémicos e
0sseos tiveram objetivo de auxiliar no entendimento da doenca em humanos, como a

infeccdo por implantes 6sseos por S. aureus.

Tabela 4. Relacao entre a variabilidade e a quantidade de estudos que analisaram
as PFAs em diferentes amostras bioldgicas.

Tipo de amostra N° de estudos
Soro 22
Fluido oral 7
Lavado broncoalveolar (BALF) 5
Figado (tecido) 5
Pulmao (tecido) 4
Outros tecidos (baco, tonsila, linfonodo) 4
Osso 1
Liquido cefalorraquidiano (LCR) 1

Em relacdo as matrizes biologicas utilizadas para mensuragcéo das PFAs, 0
soro foi a principal amostra analisada (Tabela 4). O fluido oral foi analisado,
principalmente, para comparar a aplicabilidade e viabilidade da técnica. A analise do

BALF demonstrou a possibilidade de analisar a atuacéo das PFAs de forma localizada
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durante uma infeccao respiratoria. Os tecidos que foram analisados apresentaram
uma expressao génica notavel de PFAs, corroborando com a sintese intra e extra-
hepatica que ocorre durante uma infec¢éo sistémica ou local. A variedade de amostras
implica na metodologia utilizada na andlise das PFAs, invalidando a possibilidade de

comparacao quantitativa entre as mesmas.

3.5 Discussao

A interpretacdo das concentracbes das proteinas de fase aguda requer
consideracdo das variaveis fisiolégicas e de manejo que influenciam seus valores
basais e a magnitude da resposta inflamatdria. A idade representa um dos fatores de
maior impacto, em leitdes recém-nascidos, as concentragdes séricas de CRP, Hp,
SAA e Pig-MAP séo distintas das encontradas em animais em crescimento e em
terminacdo, com aumentos progressivos observados ao longo das semanas de vida
sob condicdes de campo “® A raca também exerce influéncia, com estudos
demonstrando diferencas nas concentragdes basais e da resposta inflamatdria entre
genéticas comerciais e locais, como 0s suinos Ibéricos que apresentam valores basais
de CRP e Hp salivares sistematicamente distintos dos encontrados em hibridos Large
White x Duroc, com diferencas adicionalmente moduladas pelo sexo e pela fase
produtiva > O sexo exerce influéncia dependente da fase de vida, os machos
apresentam valores mais elevados nos estagios iniciais do ciclo produtivo, enquanto
fémeas tendem a concentracdes superiores ao atingirem a maturidade sexual, embora
essa dindmica seja alterada pela castracéo precoce 4°

Os valores de referéncia de Pig-MAP e Hp em granjas comerciais ndo sao
uniformes entre porcas de diferentes paridades, com variacbes menores identificadas
entre a primeira e a quarta paricdo 3! Essas variacdes reforcam a importancia de
interpretar as PFAs em contexto sanitario e produtivo especifico, além de evidenciar
a necessidade em estabelecer valores de referéncia estratificados por faixa etéria,
raca e sexo para aplicacédo diagnéstica em campo 3’

A resposta das proteinas de fase aguda em infec¢des bacterianas difere, em
aspectos importantes, daquela observada em infec¢Bes virais e na ocorréncia da
vacinacdo e tratamento antimicrobiano, o que ocasiona alteracdo pratica para a
interpretacdo. Em infecgbes virais, a resposta de fase aguda tende a ser menos
intensa e mais transitoria do que em infec¢cdes bacterianas graves. Em suinos

infectados experimentalmente com virus influenza suino, as concentracdes de CRP,
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Hp e SAA aumentam de forma significativa, mas o Pig-MAP geralmente permanece
inalterado, ao contrario do que ocorre em infeccfes bacterianas agudas, como as
causadas por A. pleuropneumoniae, nas quais todas as principais PFAs positivas
respondem de forma 3334 Notavelmente, a CRP demonstra diferenca entre infeccdes
bacterianas e virais, registrando aumentos de até 71 vezes em infec¢des bacterianas
frente a 9 a 26 vezes em infeccdes virais, 0 que sugere que essa PFA pode ter valor
adicional na investigacdo etiolégica em campo “° Em relacdo a vacinacéo, estudos
com vacinas demonstraram que a imunizagao por si s6 pode induzir elevagao discreta
e transitoria de Hp, o que deve ser considerado ao interpretar resultados de animais
recém-vacinados 3¢

Quanto ao uso de antimicrobianos, estudos experimentais demonstraram que
PFAs como IL-6, SAA e Hp podem ser utilizadas para monitorar a eficacia do
tratamento em infeccdes por A. pleuropneumoniae: animais tratados com antibiéticos
eficazes apresentaram normalizacdo mais rapida das concentracdes séricas dessas
proteinas em compara¢do com animais ndo tratados ou tratados com antibioticos de
menor eficacia '* A CRP demonstra o maior potencial para essa finalidade entre as
PFAs avaliadas em suinos 4° Em conjunto, esses dados evidenciam a importancia da
cinética e a combinacdo das PFAs alteradas refletem ndo apenas a presenca de
inflamacédo, mas também a natureza do agente etioldégico e o contexto terapéutico,
reforcando o valor diagndstico das abordagens em painel.

A andlise dos 36 artigos incluidos nesta revisdo demonstra de forma
consistente que a resposta de fase aguda é um componente central da fisiopatologia
das infeccdes bacterianas em suinos. Entre as PFAs avaliadas, a Hp foi a proteina
mais frequentemente estudada, aparecendo em aproximadamente 80% dos artigos,
seguida pela CRP, SAA e Pig-MAP (ITIH4).

A Hp destacou-se como o biomarcador mais consistente e transversal entre
diferentes agentes bacterianos e sindromes clinicas. Seu aumento foi descrito em
infeccbes respiratdrias, particularmente por A. pleuropneumoniae 237 infecces
entéricas como salmonelose e disenteria suina 232722 pem como em infeccdes
sistémicas e localizadas, incluindo sepse e osteomielite estafilocécica 317 Além da
alta frequéncia, diversos estudos relataram correlacdo entre os niveis de Hp e a
severidade clinica ou extenséo das lesfes, evidenciando a relevancia como marcador

sistémico, embora pouco especifico do agente etioldgico 12
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A CRP foi a segunda PFA mais frequentemente avaliada e apresentou
particular relevancia em modelos de inflamacéo sistémica e sepse, frequentemente
exibindo uma cinética mais precoce em comparacdo a Hp °!! No entanto, sua
aplicabilidade mostrou-se dependente do tempo de amostragem e do modelo
experimental, através da auséncia de resposta detectavel em janelas muito curtas
pés-inoculacdo ou em determinados modelos de sepse experimental 4’ Esses
achados indicam que a auséncia do aumento de CRP n&ao descarta infeccdo
bacteriana e que o uso isolado pode ser limitado.

A SAA, embora menos frequentemente avaliada, demonstrou comportamento
tipico de proteina de fase aguda rapida, com elevacdo acentuada nas fases iniciais
da infeccdo 7° Estudos de expressdo génica revelaram ainda regulacdo isoforma-
especifica, com destaque para a SAA3, que pode ser notavelmente induzida em
tecidos extra-hepaticos durante infeccao bacteriana, sugerindo papel relevante na
resposta inflamatéria local °

A Pig-MAP, reconhecida como a principal PFA positiva da espécie suina,
mostrou-se especialmente relevante em abordagens diagndsticas variadas. Estudos
gue avaliaram combinacdes de PFAs demonstraram que a inclusdo da Pig-MAP
aumenta significativamente o desempenho diagnostico quando associada a CRP ou
a Hp 19 Além disso, sua deteccéo consistente em saliva destaca seu potencial para
aplicacdes ndo invasivas em condi¢des de campo 1926

Outro achado importante desta revisdo foi a predominéancia de estudos
envolvendo A. pleuropneumoniae, refletindo a importancia sanitaria desse patégeno
21,38 Embora isso tenha permitido uma caracterizacéo detalhada da resposta de fase
aguda na Pleuropneumonia Suina, evidencia-se uma lacuna relativa para outros
patégenos bacterianos relevantes, especialmente em estudos de campo.

Por fim, a heterogeneidade metodoldgica observada através das variedades
nos métodos analiticos, amostras biol6gicas e tempos de coleta, limita as
comparacdes diretas entre estudos e reforca a recomendacao do uso de painéis de
PFAs, em vez de marcadores isolados 1%4* Em conjunto, os dados sustentam que Hp
e CRP séo os biomarcadores de fase aguda mais consolidados em infecg¢des
bacterianas em suinos, enquanto SAA e Pig-MAP fornecem informactes
complementares relacionadas ao tempo de resposta, compartimentalizacéo tecidual

e desempenho diagnostico combinado.
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3.6 Conclusao

Esta revisdo sistematica evidencia que as PFAs sdo ferramentas relevantes
para a caracterizacao da resposta inflamatoria associada as infec¢des bacterianas em
suinos. Entre os 36 estudos analisados, a Hp destacou-se como a PFA mais
investigada e consistentemente associada a diferentes agentes bacterianos,
consolidando-se como um bom marcador de inflamacgéo sistémica. A CRP mostrou
utilidade complementar, sobretudo em infecces sistémicas e modelos de sepse,
porém com resposta dependente do desenho experimental e da janela de
amostragem. A SAA apresentou perfil tipico de proteina de fase aguda rapida, e
participacdo tanto na resposta sistémica quanto local. Ja a Pig-MAP destacou-se
principalmente em abordagens multiparamétricas e em matrizes alternativas,
indicando potencial diagnéstico em condigdes de campo e estratégias ndo invasivas.

Os resultados também demonstram que a resposta de fase aguda em suinos
ocorre em multiplos tecidos e fluidos biolégicos, o que amplia a compreensao da
fisiopatologia das infec¢cdes bacterianas. Entretanto, a concentracdo de estudos em
A. pleuropneumoniae e a heterogeneidade metodoldgica observada revelam lacunas
importantes na literatura. Em conjunto, os achados sustentam que nenhuma PFA
isolada € suficiente para caracterizar de forma abrangente a infec¢do bacteriana em
suinos, reforcando a recomendacdo do uso de painéis combinados, especialmente
envolvendo Hp, CRP, SAA e Pig-MAP.
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4.1 Resumo
A Pneumonia Enzodtica Suina, causada por Mycoplasma hyopneumoniae,

caracteriza-se por inflamacéo respiratéria persistente e impacto negativo sobre o
desempenho produtivo. Este estudo tem como objetivo avaliar o perfil sérico de
proteinas de fase aguda (PFAs) e das fracOes proteicas séricas em suinos
experimentalmente infectados por M. hyopneumoniae, utilizando a eletroforese capilar
como ferramenta de triagem, associada a quantificacdo especifica de PFAs por
imunoturbidimetria e ELISA. Vinte leitdes foram distribuidos em trés grupos
experimentais: controle negativo (n = 4) e dois grupos infectados com cepas distintas
de M. hyopneumoniae (UFVO1 e UFV02; n = 8 cada). As amostras de soro foram
coletadas semanalmente do dia da inoculacdo (DO) até 35 dias pos-infeccao (D35). A
eletroforese capilar evidenciou alteracdes em fracdes proteicas associadas a resposta
inflamatoria e imune, com destaque para aumento da fracdo gama, especialmente
gama-1, nos grupos infectados, indicando ativagdo humoral ao longo da infeccéo.
Entre as PFAs avaliadas, transferrina, alfa-1 glicoproteina &cida, alfa-1 antitripsina e
haptoglobina apresentaram diferencas significativas entre os grupos, concentradas
principalmente em D21, correspondente ao periodo de maior resposta de fase aguda.
A haptoglobina, a alfa-1 glicoproteina 4cida e a alfa-1 antitripsina mostraram elevagéo
progressiva até D21, refletindo a intensidade e a persisténcia do estimulo inflamatério
sistémico. Por outro lado, a Pig-MAP nao apresentou diferencas estatisticas entre os
grupos, embora tenha exibido variacdo temporal discreta. Em conjunto, os resultados
demonstram que a infeccdo experimental por M. hyopneumoniae induz uma resposta
sistémica de fase aguda mensuravel, e sustentam o uso integrado de um painel de
PFAs e da eletroforese capilar como abordagem complementar para o monitoramento
da dindmica inflamatoria na pneumonia enzoética suina.

Palavras-chave: Biomarcadores; haptoglobina, inflamac&o, pneumonia enzodtica
suina, proteina de fase aguda

4.2 Introducgao

A suinocultura brasileira ocupa posicado de destaque no cenario mundial, se
mantendo entre os maiores produtores de carne suina, com relevancia econémica e
sanitaria [1]. Nesse contexto, enfermidades respiratérias continuam sendo um dos

principais entraves a eficiéncia produtiva, com destaque a Pneumonia Enzooética

Suina (PES), causada por Mycoplasma hyopneumoniae. Essa doenca caracteriza-se
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por curso predominantemente crénico, com lesdes pulmonares persistentes, reducao
do ganho de peso, piora da conversdo alimentar e aumento de custos com
tratamentos e manejo sanitario [2,3].

A patogénese da PES envolve a adesdo de M. hyopneumoniae ao epitélio
ciliado do trato respiratorio, resultando em disfuncdo do mecanismo mucociliar,
persisténcia do agente e manutencdo de estimulo antigénico local. Esse processo
favorece a liberagdo continua de citocinas pro-inflamatoérias, como IL-1, IL-6 e TNF-q,
que atuam como mediadores centrais da resposta de fase aguda sistémica [4,5].
Como consequéncia, ocorre aumento da sintese hepatica de proteinas de fase aguda
(PFAs), componentes-chave da imunidade inata, cuja funcdo esta relacionada a
modulacao da inflamacao, protecéo tecidual e restauracdo da homeostase [6].

As PFAs tém se destacando pela aplicabilidade como marcadores de
inflamacé&o em diversas afec¢des em suinos. O monitoramento das concentracfes de
PFAs pode oferecer uma visédo geral sobre o bem-estar do animal, indicando quando
h&d alguma irregularidade, como doencas subclinicas ou infecciosas, que
comprometem o desempenho animal [4,7]. As principais PFAs positivas utilizadas na
analise da resposta de fase aguda séo haptoglobina (Hp), principal proteina de fase
aguda do suino (Pig-MAP), proteina C-reativa e amildide sérica A, caracterizadas pelo
aumento do estimulo regulatério. No entanto, a a1l-glicoproteina acida (AGP) e
ceruloplasmina (Cp) sdo PFAs pouco estudadas em infec¢Bes bacterianas suinas,
apesar de apresentarem uma boa sintese da modulacéo da resposta de fase aguda
[8,9,10]. Em contrapartida, as PFAs negativas sédo relacionadas a diminuicdo da
concentracdo apos um estimulo especifico, como a albumina (Alb) e a transferrina
(TF) [7]. Essas proteinas diferem quanto a cinética, magnitude de resposta e duracéo,
refletindo a intensidade e a persisténcia do estimulo inflamatorio [11,12].

Em suinos, a alteracdo na concentracdo de PFAs séo associadas a diferentes
doencgas ou agentes infecciosos relevantes para suinocultura [13,14]. No entanto,
alguns fatores ambientais e de manejo podem influenciar na concentracao das PFAs,
como a Hp, mas é inegavel que a presenca de um patégeno aumente a resposta de
fase aguda [15]. Além disso, relaciona-se a presenca dos sinais clinicos com a
modulacdo positiva ou negativa das PFAs em alguns estudos com infeccbes
experimentais [16,17]. A partir disso, conclui-se a relevancia da avaliagédo integrada
de mdultiplas PFAs, uma vez que marcadores isolados podem nao capturar

plenamente a complexidade da resposta sistémica induzida pelo patégeno [11].
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Diante disso, o presente estudo tem como objetivo avaliar o perfil das PFAs
positivas e negativas e das fracdes proteicas se€ricas em suinos experimentalmente
infectados por M. hyopneumoniae. Ao analisar painéis combinados, busca-se a
compreensao da dindmica inflamatoria sistémica durante a infecgao controlada por M.
hyopneumoniae e contribuicdo para o uso de PFAs como indicadores da progressao
da PES.

4.3 Material e métodos
4.3.1 Origem das amostras e delineamento experimental

As amostras biolégicas utilizadas no presente estudo foram obtidas a partir de
um experimento previamente conduzido, cujos procedimentos experimentais
encontram-se detalhados em Toledo et al. [18]. O estudo prévio consistiu na infec¢ao
experimental de leitdes com duas cepas de M. hyopneumoniae (UFV01 e UFV02),
isoladas na regido dos Vales do Piranga, Minas Gerais, além de um grupo controle
nao infectado.

Vinte leitdes foram divididos em trés grupos experimentais, sendo CN o grupo
controle negativo (n = 4), G1 foram infectados com a cepa UFV01 (n = 8) e G2 foram
infectados com a cepa UFV02 (n = 8). Ap6s um periodo de aclimatacdo de 12 dias,
os animais foram inoculados e acompanhados até 35 dias pés-infeccdo (DPI). No dia
da inoculacao (DO0), os animais dos grupos infectados (G1 e G2) foram inoculados por
via intratraqueal com 10 mL de inéculo contendo 1 x 108 CCU/mL. O grupo CN
recebeu, pela mesma via, 10 mL de meio Friis estéril, com o objetivo de padronizar o
manejo e o estresse do procedimento. Amostras biologicas foram coletadas
semanalmente, iniciando no dia da inoculagéo (DO), D7, D14, D21, D28 e 0 momento
da eutanésia (D35). Durante todo o periodo experimental, os animais foram mantidos
em baias individuais previamente higienizadas e desinfetadas, em condicfes de
isolamento do ambiente externo, e ndo receberam medicagdo nem vacinacao por via
oral ou intradérmica. De acordo com os resultados do estudo experimental [18], a cepa
UFV1 foi caracterizada como de alta viruléncia e a cepa UFV2 de baixa viruléncia.

4.3.2 Comissao ética
Como este estudo utilizou exclusivamente soro previamente coletado no
experimento original (aprovado sob protocolo CEUA/UFV n° 039/2021), o projeto foi

submetido & Comiss&o de Etica para o Uso de Animais (CEUA/UFV) de acordo com
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as recomendacdes institucionais para uso de amostras biolégicas, obtendo aprovacao
sob protocolo n® 47/2025.

4.3.3 Eletroforese capilar de proteinas séricas

As fracOes alfas-, beta- e gama-globulinas, albumina e proteinas totais foram
determinadas em amostras de soro obtidas nos tempos DO, D7, D14, D21, D28 e D35.
A eletroforese capilar de proteinas séricas foi realizada no sistema Sebia MiniCap
(Sebia, Norcross, GA), conforme protocolo do fabricante. As migracdes ocorreram em
capilares sob temperatura controlada por dispositivo de regulacdo, e as fracdes
proteicas foram detectadas diretamente durante a migracdo por absor¢cdo no
ultravioleta (UV). Os valores absolutos (g/dL) de cada fracdo foram obtidos
multiplicando-se os percentuais correspondentes pela concentracao total de proteina,
determinada pelo método do biureto em analisador quimico. A razéo
albumina/globulinas (A/G) foi calculada dividindo-se a albumina pela soma das fracdes
proteicas, permitindo a avaliagdo das concentracdes das fracBes proteicas e a
identificacdo de alteragcBes compativeis com resposta inflamatéria entre os grupos

experimentais.

4.3.4 Quantificacao das proteinas de fase aguda por imunoturbidimetria

As proteinas de fase aguda foram determinadas em amostras de soro obtidas
nos tempos DO, D7, D14, D21, D28 e D35. Cp, Hp, alfa-1 antitripsina, AGP e TF foram
mensuradas por imunoturbidimetria, empregando anticorpos policlonais de cabra anti-
proteina humana especifica, conforme as recomendacfes dos respectivos
fabricantes. A leitura e quantificacdo foram realizadas em analisador automético
BIOCLIN 2200 (BIOCLIN Quibasa, Belo Horizonte, Brasil). A padronizacdo analitica
foi previamente conduzida com amostras de soro de suinos, por meio de ensaios de
repetibilidade e reprodutibilidade, estabelecendo-se coeficiente de variacdo (CV)
inferior a 8%, conforme orientacdo do fabricante. Foram utilizados os kits: Cp
(Ceruloplasmin aut kit, APTEC diagnostics nv, Bélgica), AGP (Alfa-1 Glicoproteina
Acida WS, KOVALENT, Brasil), Transferrina (Tranferrina, KOVALENT, Brasil), Hp
(Haptoglobin Aut kit, APTEC diagnostics nv, Bélgica) e Alfa-1 antitripsina (Alfa-1
Antitripsina, KOVALENT, Brasil), todos utilizados de acordo com as recomendacdes

dos respectivos fabricantes.
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4.3.5 Quantificacao da pig-MAP por ELISA

A concentracdo de Pig-MAP foi determinada por ensaio imunoenzimatico do
tipo sanduiche (Pig MAP ELISA kit, ELK Biotechnology, EUA), seguindo o protocolo
do fabricante. As placas de microtitulacéo fornecidas no kit foram pré-revestidas com
anticorpo especifico para Pig-MAP. Padrdes e amostras foram adicionados aos pogos,
juntamente com anticorpo de deteccdo conjugado a biotina especifico para MAP
suino, e as etapas subsequentes foram realizadas conforme instru¢ées do kit. As
leituras da absorbancia foram realizadas na leitora de microplacas Biolisa Reader,
modelo R792 (Bioclin, Brasil), com o comprimento de onda 450nm, e as

concentracfes de Pig-MAP foram obtidas por interpolacdo em curva padréo.

4.3.6 Analises estatisticas

O efeito da interacdo do inoculo e do dia pos inoculacédo nas concentracdes de
proteinas: Ceruloplasmina (mg/dL), Alfa-1 glicoproteina (mg/dL), Transferrina (mg/dL),
Alfa-1 antitripsina (mg/dL), Haptoglobina (mg/dL) e Pig-MAP (ng/mL), bem como na
concentragdo das CZEs foram analisadas com um modelo linear misto [19]
empregando a funcdo de ligacdo identidade assumindo distribuicdo Normal dos
residuos. Além do efeito fixo te in6culo e dia pds inoculagéo, o preditor linear levou
em conta o efeito randémico dos animais (i.e., repetidos entre os dias pos inoculacdo)
assumindo independéncia entre os animais e distribuicdo Normal com média zero. As
analises foram implementadas no software R [20] utilizando a funcao “Imer” do pacote
‘Imed’ [21].

Os efeitos fixos do modelo (tempo e inéculo) foram testados com teste de Wald,
usando aproximac¢édo qui-quadrado, como implementado em R na fung¢do "Anova’ do
pacote ‘car [22]. Quando o valor p foi menor que 0,05. As andlises foram
acompanhadas pela comparacédo multipla de medias usando a correcao Tukey (‘Tukey

type HSD test’) usando a fungdo "emmeans’ do pacote 'emmeans’ [23].

4.4 Resultados
4.4.1 Eletroforese capilar das proteinas séricas

Em uma analise geral dos resultados, € possivel notar que na maioria das
fracOes proteicas (Figura 1) apresentam comportamentos eletroforéticos semelhantes
entre 0s grupos ao decorrer da janela de experimento, apesar do DO apresentar uma

heterogeneidade.
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A razdo A/G (Figura 1. A) apresentou um aumento discreto em D14 nos
grupos infectados (G1: 0,606 + 0,044 g/dL; G2: 0,581 + 0,044 g/dL), o G2 manteve o
mesmo valor no D21. Apesar da auséncia de significanica, houve uma diminuicao
progressiva até o D35 sinalizando a menor relacdo entre albumina e globulinas (G1:
0,481 + 0,044 g/dL; G2: 0,524 + 0,044 g/dL). Ao contrario, CN apresentou uma
variacao entre os tempos com a maior relagédo no DO (0,540 + 0,063 g/dL) e a menor
ao final do experimento no D35.

A Alb (Figura 1. B) destacou-se pela elevacéo linear dos grupos infectados
até o D21, mesmo sem significAncia. Apresentou um pico (G1: 2,90 + 0,075 g/dL; G2:
2,70 £ 0,012 g/dL) e seguido de uma queda, também linear até o final do experimento
(G1: 2,16 £ 0,124 g/dL; G2: 2,15 + 0,124 g/dL). No CN, observou-se uma inconstancia
entre os dias, sem seguir um padrao.

A fracdo alfa 1 (Figura 1. C) apresentou um aumento discreto a moderado até
D21 (G1: 0,250 £ 0,022 g/dL; G2: 0,150 + 0,022 g/dL), principalmente no G1 mesmo
gue nédo tenha diferenca significativa, com tendéncia a maior expressao nesse dia.
Por sua vez, a fragéo alfa 2 (Figura 1. D) demonstrou comportamento distinto, DO teve
a maior expressao de todos os grupos, seguido de queda precoce entre D7 e D21 e
diferenca significativa em D21, evidenciada por menor concentracdo em G1 (0,175 £
0,134 g/dL) em comparacédo ao CN (0,325 + 0,189 g/dL) e a G2 (0,263 + 0,134 g/dL).

Foram identificadas diferencas significativas em componentes da banda
eletroforética beta-globulina (Figura 1. E, F e G) com valores mais altos no CN para
beta total (2,27 + 0,17 g/dL) em comparacdo a G2 (1,71 £ 0,12 g/dL), bem como para
beta 2 (CN: 0,900 + 0,073 g/dL; G2: 0,675 = 0,052 g/dL) no DO. Entretanto, vale
ressaltar que os grupos infectados apresentaram a maior concentragéo no D21, tanto
em beta 1 (G1: 1,44 £ 0,093 g/dL; G2: 1,49 + 0,093 g/dL), quanto beta 2 (G1: 0,925 +
0,051 g/dL; G2: 0,762 + 0,051 g/dL).

A fracdo gama-globulina (Figura 1. H, | e J) destacou-se como 0 componente
mais informativo, particularmente a subfracdo gama 1. Em D14, observou-se aumento
significativo de gama 1 em G2 (1,925 £ 0,269 g/dL) em relacdo ao CN (0,725 £+ 0,380
g/dL) e a G1 (0,925 + 0,269 g/dL) que néo diferiram entre si. Além disso, a fracao
gama 2 apresentou aumento linear dos grupos desafiados com maiores valores de G2
em D21 (1,225 £ 0,268 g/dL), porem sem diferenca estatistica.

A proteina total (Figura 1. K) foi significativamente mais elevada em DO no
CN (7,17 £ 0,38 g/dL) em comparacédo a G1 (5,94 + 0,27 g/dL) e G2 (5,55 + 0,27 g/dL)
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gue nao diferiram entre si. No entanto, corroborando com os demais dados, no D21
todos o0s grupos apresentaram os maiores resultados durante a janela do desafio (CN:
7,28 £ 0,377; G1: 8,07 + 0,266; G2: 7,39 + 0,266).

Grupo = CN == G1 - G2

A A/G ratio B Albumin C Alpha 1 D Alpha 2

0 7 14 21 28 35 0 7 14 21 28 35 0 7 14 21 28 35 0 7 14 21 28 35
F Beta 2 G Beta total H Gama 1
* * 4 *

Mean + 95% CI

0.8

0.6
0 7 14 21 28 35 0 7 14 21 28 35 0 7 14 21 28 35 0 7 14 21 28 35

| Gama 2 J Gama total Total Protein (g/dL)

* X

0 7 14 21 28 35 0 7 14 21 28 35 0 7 14 21 28 35
Time (DPI)

Figura 1. Perfil proteico sérico na eletroforese capilar de suinos infectados por M.
hyopneumoniae nos dias 0, 7, 14, 21, 28 e 35 DPI. A — A/G ratio; B — Albumina; C —
Alfa 1; D — Alfa 2; E — Beta 1; F — Beta 2; G — Beta total; H — Gama 1; | - Gama 2; J —
Gama total; K — Proteina total; CN: controle negativo. G1: grupo infectado com a cepa
UFVO01. G2: grupo infectado com a cepa UFV02. DPI: dias pos-infecgcéao. ClI: intervalo
de confianca. Os asteriscos (*) indicam diferenca significativa entre grupos (p < 0,05).
Linha vermelha: grupo CN. Linha verde: grupo G1. Linha azul: grupo G2.

4.4.2 Proteinas de fase aguda
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A avaliacédo das PFAs entre DO e D35 (Figura 2) evidenciou perfis temporais
distintos entre os grupos infectados (G1 e G2) e o controle negativo (CN). De modo
geral, as diferencas significativas concentraram-se em D21, com comportamento
intermediario de G2 em relacdo a G1 e CN em algumas proteinas.

Em relacdo a Cp (Figura 2. A), ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos ao longo do periodo experimental. Na
andlise temporal, o CN apresentou apenas oscilagfes discretas enquanto o G1
observou-se 0s maiores valores nos dias iniciais (D0-D7) e um leve aumento no D35,
ao contrario do G2 que apresentou os valores elevados nos dias finais (D28-D35).

As concentracdes de Hp (Figura 2. B) nao diferiram entre os grupos em DO—
D14 nem em D28-D35. Observou-se aumento gradual nos grupos infectados até D21,
com diferencga estatisticamente significativa, e maior concentragdo em G2 (61,7 + 7,47
mg/dL) em relacdo ao CN (30,3 = 10,57 mg/dL), enquanto G1 apresentou valor
intermediario (48,7 + 7,47 mg/dL). Apds esse periodo, G1 apresentou discreta
reducdo, enquanto G2 manteve concentragées numericamente elevadas até D35, ao
passo que o CN permaneceu com valores inferiores durante todo o experimento.

Para a Pig-MAP (Figura 2. C), ndo foram detectadas diferencas estatisticas
entre 0s grupos em nenhum dos tempos avaliados (D0-D35). Entretanto, observou-
se variacdo numérica ao longo do experimento, com valores relativamente mais
elevados em G1 na fase inicial, especialmente em D7 (0,1158 + 0,034 ng/mL) e D14
(0,1731 £ 0,034 ng/mL), seguidos de declinio até D35. Ao contrario o G2, apresentou
valores relevantes em D14 (0,1425 £ 0,034 ng/mL) e em D21 (0,1131 £ 0,034 ng/mL),
apesar dos valores serem discretamente elevados em DO (0,1427 + 0,034 ng/mL). Em
geral, os grupos infectados, apresentaram oscilacbes ao longo do periodo
experimental e em D14 ambos apresentaram valores elevados, enquanto o CN
manteve valores baixos e relativamente constantes.

No intervalo de DO a D14, D28 e D35, as concentragdes de TF (Figura 2. D)
nao diferenciaram entre os grupos. Em D21, observou-se aumento significativo em G1
(181,6 + 15,2 mg/dL) em comparagdo ao CN (103,6 + 21,4 mg/dL), enquanto G2
apresentou concentracdo intermediaria (137,9 £ 15,2 mg/dL). Entretanto, por se tratar
de uma PFA negativa, o G1 apresentou os menores valores em DO (77,7 = 15,2
mg/dL) e em D35 (104,3 £ 15,2 mg/dL), ja o G2 teve a menor concentracdo em D14
(89,6 + 15,2 mg/dL).
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As concentracdes de AGP (Figura 2. E) também né&o diferiram entre os grupos
em D0-D14 nem em D28-D35. Em D21, identificou-se diferenca estatisticamente
significativa, com maior concentracdo em G1 (147,9 + 13,0) em comparagao ao CN
(82,8 £ 18,5), e valores intermediarios em G2 (113,2 + 13,0). Embora 0s grupos
infectados tiveram um aumento notavel em D21, as maiores concentracdes do G2
(126,8 + 13 mg/dL) ocorreram em D28.

Para a alfa-1 antitripsina (Figura 2. F), ndo foram observadas diferencas entre
0s grupos até D14. Em D21, verificou-se aumento significativo em G1 (11,43 £ 0,847
mg/dL) em relacdo ao CN (5,92 + 1,198 mg/dL) e a G2 (6,77 £ 0,847 mg/dL), ndo
havendo diferenca entre CN e G2. Em D28 e D35, nao foram evidenciadas diferencas
estatisticas entre os grupos. De forma geral, 0 CN manteve valores baixos e estaveis
ao longo do periodo experimental, G2 apresentou elevagfes discretas entre os dias e
manteve a maior concentracdo no D35, enquanto G1 exibiu pico acentuado em D21,
seguido de queda nas avaliacfes subsequentes.

Em sintese, os resultados indicam que, entre as PFAs avaliadas, TF, AGP,
alfa 1-antitripsina, Cp e Hp foram as que melhor discriminaram 0s grupos no tempo
D21, enquanto a Pig-MAP ndo apresentou separacao estatistica entre os tratamentos

ao longo do periodo experimental.
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Figura 2. Painel das proteinas de fase aguda quantificadas por imunoturbidimetria e
ELISA (Pig-MAP) de suinos infectados por M. hyopneumoniae nos dias 0, 7, 14, 21,
28 e 35 DPI. A — Ceruloplasmina; B — Haptoglobina; C — Pig-MAP; D — Transferrina;
E — Alfa-1 glicoproteina &cida; F — alfa-1 antitripsina. CN: controle negativo. G1: grupo
infectado com a cepa UFV01. G2: grupo infectado com a cepa UFV02. DPI: dias pés-
infeccédo; Cl: intervalo de confianca. Os asteriscos (*) indicam a diferenca significativa

entre os grupos (p < 0,05). Linha vermelha: grupo CN. Linha verde: grupo G1. Linha
azul: grupo G2.

4.5 Discusséao

A patogénese da PES esta relacionada a adesdo do M. hyopneumoniae ao
epitélio ciliado do trato respiratério, com consequente disfungdo da protecéo
mucociliar, persisténcia do estimulo antigénico e estabelecimento de inflamacgéo

cronica [5]. Esse processo local favorece a producéo de citocinas pré-inflamatorias
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capazes de induzir a resposta de fase aguda, a partir do aumento da sintese hepatica
de PFAs [4]. A avaliagcdo combinada das PFAs por métodos imunoldgicos e do perfil
proteico sérico por CZE permite acompanhar, de forma complementar, os marcadores
moleculares especificos e as alteracdes nas fracdes proteicas [11, 35]. Dessa forma,
a avaliacdo das PFAs em associacdo com dados de lesdo pulmonar, sorologia e
deteccdo molecular oferece interpretacdo mais consistente para estimar intensidade
e persisténcia da inflamacao induzida por M. hyopneumoniae, alinhada ao conceito
de uso de painéis de PFA para monitoramento de processos infecciosos em suinos
[11].

A eletroforese capilar das proteinas séricas evidenciou alteracdes em fracdes
relacionadas tanto a resposta inata (fracoes alfa e parte da beta) quanto a resposta
adaptativa (fracdo gama). Esse padrdo é esperado com base na composicao
conhecida de cada fracao: as alfa-globulinas concentram as principais PFAs positivas
(AGP e alfa-1 antitripsina na fracdo alfa-1; Hp e ceruloplasmina na fracéo alfa-2),
enquanto a fracdo gama é composta predominantemente por imunoglobulinas [24,
35]. A concordancia entre o comportamento das fracBes eletroforéticas e as
concentracbes das PFAs quantificadas individualmente reforca que a CZE pode
funcionar como rastreio inicial das alteracdes proteicas sistémicas, sendo 0s ensaios
imunologicos especificos a ferramenta de confirmacdo e detalhamento cinético [11,
35]. Ap6s o desafio, a fracdo gama composta, principalmente pela IgG [24], destacou-
se como componente informativo com aumento significativo em D14 no G2, mas a
maior concentracdo do G1 ocorreu no D21. Esse achado sugere ativacdo humoral
mais precoce em G2, apesar da soroconversao analisada pela deteccao de IgG iniciou
no D21, se estabelecendo na maioria dos animais no D28 [18]. A antecipacédo do
aumento da fracdo gama na CZE em relagdo a soroconversédo detectada por método
especifico pode refletir a sensibilidade da eletroforese em identificar elevacdes
policlonais de imunoglobulinas antes de atingirem o limiar de detec¢cdo nos ensaios
sorologicos. Essa diferenca entre os grupos infectados pode ser associada a
progressdo da doenca, e a hipétese de que cepas diferentes modulam intensidade e
inicio da resposta imune [18].

Em relacdo a alfa-globulinas, a fragédo alfa-1 inclui as PFAs positivas alfa-1
antitripsina e alfa-1 glicoproteina acida [24]. A elevacao da fracéo alfa-1 na CZE em
D21 nos grupos infectados &, portanto, coerente com o aumento simultdneo de AGP

e alfa-1 antitripsina observado na imunoturbidimetria, confirmando que a fracao
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eletroforética e as PFAs individuais rastreiam o mesmo processo biolégico, com a CZE
oferecendo uma vista ampla e os ensaios imunoldgicos revelando a contribuicdo de
cada componente. Apesar da falta de significancia, as maiores concentragdes dos
grupos infectados na fragcdo alfa-1 foram no D21, juntamente com a maior
concentracdo do G1 em ambas PFAs. J& fracdo alfa-2 globulina apresentou uma
diferenca significativa do G2 no D21, em relacdo ao CN e ao G1. Uma das principais
proteinas dessa fracdo é a Hp [24], que reflete o0 comportamento da fracdo proteica
ao longo do tempo. A correlacéo direta entre o pico de alfa-2 na CZE e o pico de Hp
guantificada em D21 demonstra que a eletroforese é capaz de evidenciar a dinamica
desta PFA mesmo sem quantificacdo individual, o que demonstra valor pratico [24,
28, 35].

Em relacdo as beta-globulinas, os dias iniciais apresentaram maiores
concentracdes, evidenciando uma diferenca significativa entre os grupos no DO. Essa
fracdo reune tanto PFAs positivas quanto negativas, como a TF [24] o que explica a
variabilidade e a auséncia de tendéncia linear clara. A fracéo beta é a de interpretacéo
mais complexa na CZE porque reune proteinas que se comportam em direcdes
opostas durante a inflamacéao, tornando o sinal eletroforético dependente do balanco
dessas proteinas durante o processo infeccioso. Em um estudo com A.
pleuropneumoniae, a fracdo alfa-globulina apresentou um aumento precoce em
relacdo a elevacéo linear da fracdo beta e gama-globulina [8], o que se alinha ao
presente estudo, a resposta mais rapida e expressiva na fracao alfa reflete o carater
de resposta imediata das PFAs positivas que a integram, enquanto as fraces beta e
gama respondem de forma mais gradual, incorporando respectivamente a resposta
de proteinas intermedidrias e a resposta adaptativa humoral. Esses achados
corroboram com os dados da infeccdo com M. hyopneumoniae e reforcam a eficacia
do modelo experimental.

Em modelos bacterianos experimentais em suinos, a resposta sistémica pode
ser intensa e amplamente disseminada, e a integracdo de marcadores de fase aguda
com indicadores imunoldgicos melhora a interpretacéo do estado infeccioso [10,11].
As PFAs sao induzidas por citocinas pro-inflamatérias, como a TNF-alfa [24], assim
0os niveis da citocina podem refletir na concentracdo plasmatica. Nos dados de
TOLEDO et al. [18], a TNF-alfa apresentou maiores concentragdes nos dias finais do
experimento, G2 destacou-se com maiores concentragdes e um aumento progressivo

do D14 ao D35. Ao contrario, G1 manteve-se variavel entre os dias e apresentou maior
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concentracdo em D35. Esses dados corroboram com a cinética de algumas PFAs,
como Hp e Pig-MAP, que evidenciaram o G2 com maiores concentracdes no D21.
Ressalta-se que a excrecédo de carga bacteriana de M. hyopneumoniae iniciou no D14
com um aumento progressivo dos grupos infectados, e evidenciando o G1 com maior
taxa de deteccéo [18]. Essa informacao contribui diretamente para lucidar a dinamica
das PFAs em relacao a infec¢éo, visto que as concentracdes devem ser maiores apos
0 D14 devido a consolidacao da bactéria no trato respiratério e possivel inicio de sinais
clinicos mais evidentes.

A dinamica das PFAs evidenciou que a maior diferenciacdo entre 0s grupos
ocorreu em D21. Esse padrao sugere que possivelmente D21 representa uma janela
de expressao sistémica da inflamacao pulmonar compativel com a evolugédo subaguda
da PES, na qual alteracfes teciduais e estimulo inflamatério tendem a se intensificar
antes de resolucéo [5,18]. De forma convergente, as fracdes alfa da CZE também
atingiram seus maiores valores em D21 nos grupos infectados, reforcando que o pico
da resposta de fase aguda sistémica, observada tanto pelos ensaios sorolégicos de
PFAs quanto pela CZE, ocorre nesse intervalo temporal. Embora a cinética possa
variar conforme patogeno, via e intensidade do desafio, estudos experimentais em
suinos mostram que PFAs frequentemente apresentam aumento detectavel e
dindmico ao longo de dias a semanas, refletindo a progressao do estimulo inflamatorio
e a disseminacdo sistémica da resposta inata [10,11,26]. Assim, a elevacdo
progressiva das PFAs positivas até D21, seguida de reducdo gradual, reforca a
interpretacdo de que a resposta sistémica acompanha a atividade inflamatéria no trato
respiratorio.

Entre as PFA que evidenciaram diferencas entre os grupos, a alfa-1
antitripsina exibiu aumento particularmente expressivo em D21, principalmente em
G1, atingindo quase o dobro em comparacdo ao controle negativo e ao grupo G2.
Esse achado é compativel com uma fase de intensa atividade inflamatéria e
proteolitica associada ao remodelamento tecidual pulmonar [27] Considerando a
funcdo antiprotease da alfa-1 antitripsina, seu incremento € coerente com um
mecanismo compensatorio de protecdo tecidual frente ao aumento de proteases
liberadas durante inflamacgéo persistente [4]. Ainda que muitos estudos em suinos
discutam mais frequentemente Hp, CRP, SAA e PigMAP, ha suporte conceitual de
que a amplitude das PFAs acompanha a intensidade do desafio [10,11], o que

sustenta a interpretacdo de maior demanda regulatoria sistémica em G1.
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A AGP também apresentou comportamento tipico de inflamacéo subaguda e
persistente, com aumento gradual até D21 e tendéncia de queda nos dias seguintes.
Em D21, a concentrag&o foi maior em G1 do que no CN, com G2 exibindo valores
médios e sem diferenca significativa com os demais grupos. Esse padrdo é
consistente com o papel imunomodulador atribuido a AGP e sua associacdo a
estimulos inflamatérios prolongados [12]. A AGP integra a fracdo alfa-1 da CZE
juntamente com a alfa-1 antitripsina. Ambas apresentam pico em D21 em G1, o que
explica que a fragdo alfa-1 concentre o sinal inflamatorio mais elevado justamente
nesse grupo e nesse tempo. Essa convergéncia entre os dois marcadores dentro da
mesma fracdo eletroforética demonstra que a CZE, embora néo diferencie as
proteinas individualmente, é capaz de detectar a resultante biol6gica do processo
inflamatério de forma proporcional [35]. Em modelos experimentais bacterianos, a
elevacdo de PFAs combinando marcadores distintos € justamente o que permite
entender melhor a presenca e evolugcdo da doenca [11]. Dessa forma, alfa-1
antitripsina e AGP, em conjunto, sustentam que a resposta sistémica pode ser
modulada pela intensidade do processo inflamatério e, possivelmente, pela
patogenicidade do isolado utilizado no desafio.

A Hp apresentou aumento progressivo até D21, com diferenca significativa
somente entre G2 e CN, enquanto G1 exibiu valor intermediario. Esse comportamento
€ compativel com a literatura que descreve a Hp como um dos marcadores mais
sensiveis e reprodutiveis de inflamacdo sistémica em suinos, especialmente em
infeccdes bacterianas, com associacao frequente a extensao de lesdes e a severidade
clinica, embora com baixa especificidade etioldégica [11,26,28,29]. Em desafios
respiratérios por A. pleuropneumoniae e em infec¢gdes, naturais ou experimentais,
elevagdes de Hp séo consistentes e Uteis como indicador de inflamagé&o [10,28]. Além
disso, Hp também se eleva em diferentes infec¢des bacterianas, como Streptococcus
suis, Bordetella bronchiseptica, Pasteurella multocida e Yersinia enterocolitica,
reforcando seu carater de marcador robusto de inflamacéo sistémica, respiratéria e
entérica [26,30,31,32]. Na CZE, a Hp é o principal componente da fracdo alfa-2, e a
diferenca significativa observada nessa fracdo em G2 em D21, em relacdo ao CN e
ao G1, esta em concordancia direta com o aumento de Hp quantificado no mesmo
grupo e tempo. Essa correlagcéo confirma que a fracéo alfa-2 da CZE pode ser utilizada
como indicador indireto do comportamento de Hp no contexto da PES, particularmente
em D21 [24, 28, 35].
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A permanéncia de valores relativamente elevados de Hp apds D21 em G2
sugere persisténcia do estimulo inflamatério, compativel com a natureza crénica da
infecgao por M. hyopneumoniae, na qual a permanéncia do agente e a inflamagé&o
local sustentada podem prolongar a resposta sistémica [5,18]. Por outro lado, o fato
de G1 (grupo infectado com a cepa de maior viruléncia) néo ter exibido a maior Hp
pode refletir heterogeneidade individual, de pico e diferencas entre intensidade local
ou sistémico, algo j& observado em modelos onde diferentes PFAs variam e a melhor
performance diagnostica ocorre com combinagfes otimizadas [11]. Ou seja, Hp
permanece central no painel, mas nao necessariamente é a variavel mais
discriminatoria para viruléncia em todos os desenhos experimentais.

Em contraste, a PigMAP, apesar de reconhecida como PFA importante em
suinos e proposta como marcador Util em abordagens inflamatérias, ndo apresentou
diferencas estatisticas entre grupos em nenhum dos tempos avaliados. Ainda assim,
observou-se tendéncia de valores mais elevados em G1 no inicio (D7 e D14), seguida
de declinio até D35. Essa cinética € compativel com a no¢do de que PigMAP pode
responder em fases iniciais, mas com maior variabilidade e dependéncia de contexto
fisiopatolégico. Em um estudo com A. pleuropneumoniae, demonstrou que a Pig-MAP
se apresentava elevada ja nas primeiras 24 horas pos desafio, atingindo o nivel
maximo no segundo dia [29], evidenciando o aumento precoce em infeccdes
bacterianas respiratérias agudas. No presente modelo, em que a PES tem carater
subagudo e crdnico, a menor responsividade da Pig-MAP reflete a diferenca cinética
entre infeccdes de curso agudo e crbnico e reforca que essa PFA pode ser mais
informativa em desafios de alta intensidade imediata.

A Cp, por outro lado, exibiu aumento nos tempos finais (D28-D35), sugerindo
envolvimento em processos cumulativos associados a inflamacdo cronica e
possivelmente a ajustes metabdlicos relacionados ao estresse sistémico [4]. Esse
raciocinio € apoiado por estudos que mostram alteracdes sistémicas amplas em
infeccbes bacterianas graves ou sepse, incluindo disfuncdo hepatica e mudancas
metabdlicas, contexto no qual PFAs e proteinas relacionadas a homeostase e
estresse oxidativo podem se tornar mais informativas em fases posteriores [16,33]. A
Cp integra a fragéo alfa-2 e, seu aumento tardio, contudo, ndo gerou sinal expressivo
na fracao eletroforética nesse periodo, possivelmente porque a reducdo simultanea
de Hp nos dias finais compensou o0 aumento da Cp dentro da mesma fragao.

Evidenciando assim uma limitacdo da CZE, as proteinas que se comportam em
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direcbes opostas dentro de uma mesma fracdo podem mascarar alteracbes
individuais, justificando a necessidade de ensaios especificos complementares para
uma interpretagcdo mais assertiva[24, 28, 35].

A TF apresentou um comportamento menos esperado para uma PFA
negativa, com aumento significativo em D21 em G1 em comparacéo ao CN e valores
intermediarios em G2. Embora seja classificada como PFA negativa, sua modulacéo
pode ser influenciada por fatores metabdlicos que se sobrep6em ao inflamatério,
especialmente em infecgdes crbnicas [12]. Além disso, em infec¢des bacterianas em
suinos, respostas sistémicas incluem alteracGes de proteinas relacionadas ao
metabolismo de metais, 0 que pode modular indiretamente proteinas de transporte e
sua interpretacao isolada [8]. Portanto, a TF, isoladamente, tende a ter utilidade
limitada como marcador inflamatério na PES, sendo melhor interpretada como
componente secundario dentro de um painel. O comportamento atipico da TF tem
correlacéo direta com a fracéo beta-1 da CZE, que também exibiu variacdo nao linear
ao longo do tempo, devido ao comportamento oposto das proteinas durante a
inflamacé&o. No entanto, em D14 todos 0s grupos apresentaram concentracdes
minimas de TF, enquanto Hp e Pig-MAP tiveram a maior concentracao, o que indica
um bom perfil combinado de andlise proteica na inflamacéo.

Por fim, a integracdo dos resultados de PFAs e eletroforese capilar,
observadas neste estudo, com as evidéncias encontradas no estudo experimental [18]
que inclui avaliacdo de lesdo pulmonar, a carga bacteriana por qPCR e a
soroconversdao nos diferentes dias de infeccdo, sustenta uma interpretacéo
convergente: a elevacdo de PFA, particularmente Hp, AGP e a1-antitripsina,
acompanha a fase de maior atividade inflamatéria e maior severidade de lesbes,
refletindo a persisténcia do estimulo inflamatério induzido por M. hyopneumoniae
[5,18]. A correlacdo entre fracGes da CZE e PFAs especificas observada ao longo do
experimento permite propor um modelo interpretativo integrado, a partir do aumento
das fracdes alfa-1 e -2 que sinaliza a ativagcdo da resposta inflamatéria aguda
sistémica e pode ser interpretado em paralelo com os aumentos de AGP, ail-
antitripsina e Hp. Enquanto, o aumento da fragao gama reflete a ativagcdo humoral
adaptativa, coerente com a soroconversdo documentada e com a hiperplasia
linfocitica pulmonar (BALT) caracteristica da PES [36] e a variabilidade da fragéo beta,
em vez de ser desconsiderada, deve ser interpretada como resultado do balanco entre

PFAs positivas e negativas que a compdem [24, 35] A deteccdo do DNA do agente
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em periodos coincidentes com a elevacdo dessas proteinas € consistente com a
persisténcia do patdgeno no trato respiratorio inferior [34] e com a manutencéo do
estimulo antigénico, reforcando a aplicabilidade das PFAs como indicadores de
progressdo inflamatoéria. Além disso, o principio geral de que PFAs devem ser
interpretadas em painéis, devido a diferencas de cinética e amplitude, é bem

estabelecido em suinos [11].

4.6 Concluséao

A infeccao experimental por M. hyopneumoniae desencadeou uma resposta
sistémica de fase aguda notavel e dinAmica em suinos, coerente com a hatureza
subaguda da PES. O aumento de Hp, AGP e alfa-1 antitripsina concentrou-se em
torno de 21 dias poés-inoculacdo, periodo que correspondeu a maior atividade
inflamatoria pulmonar, evidenciando que essas proteinas refletem a intensidade e a
persisténcia do estimulo inflamatdrio induzido pelo agente. A analise do perfil proteico
sérico por CZE e a quantificacdo especifica de proteinas de fase aguda por métodos
imunoldgicos, permitiu uma avaliacdo integrada da resposta inflamatéria sistémica.
Esses achados sustentam o uso combinado de um painel de proteinas de fase aguda
e da eletroforese capilar como abordagem informativa para o monitoramento da
progressdo inflamatéria na PES em condi¢cdes experimentais. Nesse sentido, 0s
dados do presente estudo sustentam o uso integrado de Hp, AGP e alfa-1 antitripsina
como ferramentas complementares para monitorar a progressao da PES e diferenciar
perfis inflamatérios associados a diferentes cepas de M. hyopneumoniae,

especialmente em torno de 21 dias pds-inoculacao.
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5. CONCLUSOES

Esta dissertagéo reuniu, em dois eixos complementares, evidéncias sobre a
resposta de fase aguda em suinos e sua aplicabilidade como ferramenta de
monitoramento inflamatorio em infecgbes bacterianas. No Capitulo 1, a sintese
sistematica indicou que a haptoglobina e a proteina C-reativa figuram entre as PFAs
mais investigadas e com resposta consistente em diferentes sindromes clinicas,
enquanto SAA e Pig-MAP adicionam informag¢des complementares relacionadas a
cinética, ao compartimento biolégico e ao desempenho em abordagens combinadas.
No Capitulo 2, o modelo experimental de infeccdo por M. hyopneumoniae demonstrou
que alteragcbes em PFAs (especialmente haptoglobina, a1-glicoproteina acida e a1-
antitripsina) e em fragbes proteicas por eletroforese capilar podem discriminar
temporalmente a fase de maior atividade inflamatdria, com destaque para o periodo
em torno de 21 dias pds-inoculacdo. Em conjunto, os resultados reforcam que painéis
de PFAs, associados a ferramentas complementares de triagem do perfil proteico,
ampliam a capacidade interpretativa da dinAmica inflamatdria em suinos, tanto em

condi¢cBes experimentais quanto, potencialmente, em cenarios aplicados.
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