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RESUMO

Avaliaram-se as alteracdes do proteinograma sérico de eqiiinos submetidos a isquemia e reperfusdo do
c6lon menor por distensdo intraluminal. Foram utilizados 10 animais submetidos a laparotomia pelo
flanco, em posi¢do quadrupedal, para a indugdo de obstru¢do no colon menor durante um periodo de
quatro horas. Cinco animais foram instrumentados, mas sem distens@o (grupo controle — G1). Em cinco
outros animais, foi realizada isquemia mural por distensdo do célon menor via manguito inflado com
40mmHg (grupo distendido — G2). Foram colhidas amostras de sangue antes da intervencdo cirurgica
(M1), com 4 horas da colocagdo do manguito (M2) e com 3 horas (M3) e 12 horas (M4) de reperfusao.
Apds centrifugacdo e fracionamento das amostras, as proteinas de fase aguda foram separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS-PAGE, e suas concentracdes determinadas por
densitometria computadorizada. Foram encontradas 19 proteinas no fracionamento eletroforético, com
peso molecular variando de 185.000 a 14.000 Daltons (Da). Os pesos moleculares encontrados,
correspondentes as proteinas mais conhecidas, foram ceruloplasmina, 130.000 Da; proteina C-reativa,
122.000 Da; transferrina, 85.000 Da; a,_antitripsina, 61.000 Da; haptoglobina, 47.000 Da; e glicoproteina
acida, 40.000 Da. Os resultados mostram que proteinas de fase aguda se alteram ap6s o trauma cirargico.
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SUMMARY

The changes in the serum proteinogram of equines submitted to ischemia and reperfusion of small colon
by intraluminal distension were evaluated. Ten horses were submitted to standing laparotomy to induce a
small colon obstruction for four hours. Five animals were instrumented without distention (control group
— G1). In another five animals, mural ischemia was promoted placing a latex balloon distended with
40mmHg into the small colon (distended group — G2). Blood samples were collected before the surgical
procedures (M1) and 4h after the balloon placement (M2) and 3h (M3) and 12h (M4) after reperfusion.
After centrifugation and fractioning of the samples, the acute phase proteins were separated by SDS-
PAGE and their concentrations were determined by computer densitometry. Nineteen proteins were
separated by eletrophoresis and the molecular weights ranged from 185,000 to 14,000 Dalton (Da). The
found molecular weights, related to the most known proteins, were: ceruloplasmin, 130,000 Da; C-
reactive protein, 122,000 Da; transferrin, 85,000 Da; a;-antitripsin, 61,000 Da; haptoglobin, 47,000 Da;
and acid glycoprotein, 40,000 Da. The results showed that acute phase proteins changed after surgical
injury.
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INTRODUCAO

Trabalho realizado por Silva et al. (1998)
mostrou que 30,9% das afecgdes cirtirgicas do
intestino grosso de eqiiinos ocorrem no coélon
menor, ¢ a maioria delas € de obstrugdes
intraluminais. Faleiros et al. (2002a) acreditam
que, em eqiiinos criados ao redor de grandes
centros, a nutricdo improvisada e a constante
ingestdo de poluentes, como sacolas plasticas,
contribuem para elevar essa estatistica.

A endotoxemia, a isquemia e a reperfusdo, a
infeccdo, os procedimentos cirirgicos e 0s
processos inflamatorios induzem a resposta
inicial do organismo, que inclui alteragdes
fisiologicas denominadas resposta de fase aguda
da inflamagdo. Dentre essas alteragdes, estd a
modificagdo do metabolismo hepatico, com
aumento da producdo de glicoproteinas
denominadas proteinas de fase aguda (PFA)
(Takiguchi et al., 1990) que comegam a ser
detectadas quatro horas ap6s a inducdo do dano
(Fagliari et al., 1997).

As proteinas de fase aguda podem ser
classificadas como positivas ou negativas
(Kaneko et al.,, 1997). No primeiro grupo,
enquadram-se, dentre outras, a glicoproteina
acida e a haptoglobina (Takiguchi et al., 1990).
No segundo grupo, destacam-se a albumina e a
transferrina, cujos niveis séricos tendem a
decrescer na presenca de condigdes inflamatdrias
(Kaneko et al., 1997).

O fracionamento eletroforético representa um
dos mais confiaveis métodos de identificacdo e
quantificacdo de proteinas dos fluidos corporais
(Kaneko et al., 1997). Gordon (1995) relatou que
o uso de eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de s6dio (SDS-PAGE)
possibilita a detec¢do de concentragdes protéicas
extremamente baixas e a identifica¢do de 20 a 30
proteinas, utilizando-se micro-quantidades de
amostra, enquanto outras técnicas utilizadas,
como a fita de acetato de celulose ou o filme de
agarose, possibilitam apenas a identificagdo de
cinco a sete grupos de proteinas (Mattews, 1982;
Edinger et al., 1992). Segundo Fagliari et al.
(2006), a grande vantagem da técnica de SDS-
PAGE ¢ a possibilidade de identificacao de
maior nimero proteinas especificas, em especial
imunoglobulina G e as proteinas de fase aguda.
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Pesquisas mostram que a proteina c-reativa em
caes ¢ analoga a proteina c-reativa em humanos,
e tem-se demonstrado que, no pos-cirirgico em
cdes, ha aumento dessa proteina quatro horas
apos a intervenc¢ao, enquanto em humanos, isso
ocorre seis horas apos (Conner et al., 1988).

Para a espécie eqiiina, consideram-se como as
mais importantes proteinas de fase aguda a
ceruloplasmina, a proteina c-reativa, a
haptoglobina ¢ a glicoproteina acida (Nunokawa
et al., 1993).

Poucas pesquisas t€ém sido realizadas associando
os perfis das PFA aos quadros de abdomen
agudo eqiiino. Segundo Takiguchi et al. (1990), o
proteinograma plasmatico auxilia no diagnostico
de quadros clinicos suspeitos de septicemia ou
endotoxemia e em complica¢des pos-operatdrias
em eqiiinos.

O presente estudo teve por objetivo avaliar as
alteragdes no proteinograma sérico de eqiiinos
submetidos a isquemia e reperfusdo do colon
menor por obstrugdo intraluminal.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado com 10 animais
higidos, machos e fémeas, sem raga definida,
com idade de 7£2,3 anos, peso de 333+40kg e
escore corporal entre 2,5 a 3,5, conforme
classificagao de Speirs (1997). Nesses animais,
foram  realizadas  avaliagdes clinica e
hematologica, para confirmar a auséncia de
anemia, infec¢des ou outras alteragdes que os
comprometessem.

Os animais foram divididos em dois grupos:
cinco foram instrumentados, mas ndo tiveram o
manguito inflado (grupo-controle — G1); em
cinco outros, o manguito foi inflado com ar até
atingir 40mmHg (grupo distendido — G2),
pressdo capaz de reduzir, em média, 73,6% da
perfusdo na microcirculagdo da parede intestinal
conforme relatos de Faleiros et al. (2002b).

Os animais, apds jejum alimentar de 12h, foram
sedados com xilazina' 10% (0,5mg/kg IV) e
butorfanol® (0,Img/kg IM) e tiveram o flanco

'Sedazine-Fort Dodge - Campinas, Brasil.
*Torbugesic-Fort Dodge - Campinas, Brasil.
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esquerdo anestesiado por meio da técnica de “L”
invertido com bupivacaina® 0,5% associada a
lidocaina* 2% sem vasoconstritor, apds ter sido
feita a tricotomia e a antissepsia cirurgica.
Delimitou-se um segmento inicial do coélon
menor, aproximadamente a 50cm da transigdo
com o colon transverso, e realizou-se a indugdo
da obstrugdo intraluminal. Seguindo o modelo
descrito por Faleiros et al. (2002b), o segmento
exposto foi submetido a enterotomia na borda
antimesentérica para coloca¢do de um manguito
de, aproximadamente, 15cm de didmetro,
acoplado a um equipo de soro com uma péra
insufladora em sua extremidade. A pressdo no
interior do manguito foi registrada e monitorada
por meio de um fisiégrafo’ devidamente
calibrado. Para evitar o deslocamento do
manguito, em direcdo oral ou aboral, foram
colocadas, em ambas as extremidades do
segmento, ligaduras feitas com dreno de Penrose
n°® 3 ao redor do célon menor, aplicada de modo
a ndo ocluir a irrigacdo mesentérica nem a mural.
Realizou-se, entdo, a enterorrafia com sutura
simples continua perfurante total no primeiro
plano, e no segundo plano, em padrio cushing,
ambas feitas com fio poliglactina 910° 00,
mantendo-se 0 equipo por entre as bordas da
ferida. Ap6s o procedimento, os segmentos das
algas expostos foram lavados com solucdo de
Ringer com lactato e recolocados na cavidade. A
incisdo no flanco foi fechada com técnica de
rotina, deixando-se o equipo sair por entre as
bordas da ferida.

Apos trés horas da colocagdo do manguito, os
animais foram induzidos a anestesia geral, ao
receberem como pré-medicagio midazolan’
(0,15mg/kg, 1V) e infusdo sob pressdo de éter
gliceril guaiacol® a 10% (100mg/kg 1V), seguida
de tiopental’ (12,5mg/kg IV). Apds intubagio
orotraqueal, a manutengdo anestésica foi feita
com halotano'® volatilizado em 15ml/kg de
oxigénio, em circuito anestésico semi-fechado
com ventilagio controlada''. Durante o

*Neocaina 0,5%-Cristalia - Itapira, Brasil.

4Xilestesin sem vasoconstritor - Cristalia - Itapira, Brasil.
*Fisiografo- Mod. 7-8p24.5, Grass - EUA.

®Vyeril 2-0 - Eticon - EUA.

"Dormire - Cristalia — Itapira, Brasil.

SEter gliceril Guaiacol - Henryfarma Ltda. - Sdo Paulo,
Brasil.

°Tiopental - Cristalia - Itapira, Brasil.

"®Halotano - Cristalia - Itapira, Brasil.

! Aparelho de Anestesia, Mod. 28003; Mallardiric - EUA.
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procedimento cirargico, foram administrados 5 a
10ml/kg/min, IV, de solucdo de Ringer com
lactato para auxiliar a manutengdo da pressdao
arterial média, entre 70 ¢ 100mmHg. Quando a
fluidoterapia ndo era suficiente para este fim,
administrava-se dobutamina'’, na dose de 1 a
Spg/kg/min.

Foram realizadas celiotomias medianas retro-
umbilical, com incisdo de aproximadamente
25cm, para permitir a exposi¢do do célon menor
distendido. Completado o periodo de quatro
horas de isquemia, retirou-se o manguito dos
animais do Gl e desobstruiu-se o limen dos
animais do G2 por meio do esvaziamento e da
retirada do manguito. Apds nova sintese da
enterotomia e irrigagdo da area com Ringer
lactato, realizou-se a laparorrafia, segundo
técnica de rotina e, em seguida, permitiu-se a
recuperacdo anestésica do animal.

No inicio do periodo de recuperacdo, os animais
receberam 0,005mg/kg IM de buprenorfina'® e
foram colocados em baias individuais até
completar o periodo de 12 horas de reperfusao.
Ao final desse periodo, foram sedados com
xilazina' 10% (1mg/kg, IV); a anestesia geral foi
induzida por tiopental”” (10mgkg, IV) e a
eutanasia foi realizada por meio de infusdo
intravenosa de solu¢do saturada de sulfato de
magnésio.

Foram colhidas amostras de sangue de todos os
grupos para a realizagdo do proteinograma, antes
do inicio do procedimento (M1), apds quatro
horas da colocagdo do manguito (M2) e apoés trés
horas (M3) e 12 horas (M4) de reperfusdo. O
sangue para a realizagdo do proteinograma foi
colhido em frascos estéreis e sem anticoagulante.

As amostras, fracionadas em trés aliquotas, para
minimizar o risco de perda do material, foram
acondicionadas em frascos criogénicos estéreis e
imediatamente congelados a temperatura de -
180°C, até o momento da realizacdo do
proteinograma, de acordo com o protocolo
adotado por Faleiros et al. (2002a).

Os valores das proteinas totais do soro foram
obtidos por espectrofotometria para a separagao
das proteinas séricas, mediante fracionamento

Dobutrex - ABL Antibidticos - Sio Paulo, Brasil.
PTengesic - Schering-Plough - Sdo Paulo, Brasil.
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eletroforético em gel de poliacrilamida contendo
dodecil sulfato de soédio (SDS-PAGE). As
fracdes das proteinas, determinadas por
densitometria computadorizada'?, foram
identificadas utilizando-se como referéncia um
marcador com pesos moleculares (PM) de
29.000 Da, 45.000 Da, 66.000 Da, 116.000 Da e
205.000 Da e por comparagdo da mobilidade da
oq-antitripsina  purificada. Os valores das
concentragdes das proteinas constituintes de cada
fragdo foram determinados pela propor¢ado dessas
em relagdo aos valores da proteina total de cada
momento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para os animais deste ensaio, as possiveis
proteinas de fase aguda encontradas foram:
ceruloplasmina, 130.000 Da; proteina C-reativa,
122.000 Da; transferrina, 85.000 Da; o-

antitripsina, 61.000 Da; haptoglobina, 47.000
Da; e glicoproteina acida, 40.000 Da. Os valores
obtidos no  proteinograma  sérico  sdo
apresentados na Tab. 1.

Neste estudo, utilizou-se a técnica de SDS-
PAGE com base nos relatos de Kaneko et al.
(1997) que afirmaram que o fracionamento
eletroforético representa um dos mais confiaveis
métodos de identificagdo de proteinas dos fluidos
corporais. Utilizando essa técnica, Fagliari et al.
(1997) identificaram 19 fragdes  no
proteinograma sérico de eqiiinos com laminite.

A estocagem do soro em nitrogénio liquido
mostrou ser eficiente na preservacao do material,
pois, independente da data da coleta do material,
todas as amostras tiveram o0 mesmo
comportamento na corrida do gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE).

Tabela 1. Proteinograma de eqiiinos submetidos a obstru¢do intraluminal (G1) e a obstrugéo intraluminal
com isquemia intramural e reperfusdo do célon menor (G2) e diferencas porcentuais nas concentragdes
protéicas entre os momentos M1 (antes da intervengdo cirurgica), M2 (com quatro horas da colocagdo do
manguito), M3 (com trés horas de reperfusdo) e M4 (com 12 horas de reperfusio)

Proteina Grupo M1 M2 M3 M4
Gl 33,8 423 78,5 0
Ceruloplasmina G2 0 106,7 17 3,7
% 0 152,2 -78.3 0
Gl 0 15,7 31,8 9,1
C-reativa G2 22,2 27,2 6,3 0
0 73,2 -80,1 0
Gl 176,5 60,4 175,3 197,2
Transferrina G2 97,3 74,6 62,9 111,1
-44.8 23,5 -64,1 -43,6%
Gl 63,1 48 43,7 31,8
oj-antitripsina G2 125,8 333 38,3 122,2
99,3 -30,6 -12,3 2842
Gl 69,7 138 147,7 110,1
Haptoglobina G2 103,9 106,7 100,3 94,5
49 -22,6 -32 -14,1
Glicoproteina Gl 15,2 46,4 130,9 73,1
4cida G2 59,4 22,4 27,6 21,2
290,7 -51,7 -78.,9 -70,9

A concentracdo plasmatica de proteinas na fase
aguda, segundo Kent (1992), ¢ diretamente
proporcional ao grau de lesdo tecidual ou de

"Shimadzu-CS-9301PC - Téquio, Japio
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inflamagdo, assim, espera-se que Os animais
submetidos ao trauma cirlirgico apresentem
maior nivel protéico (Whicher e Dieppe, 1985;
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Gruys et al., 1994). Os resultados encontrados
assemelham-se aos dos autores citados, visto que
a andlise dos tracados obtidos em gel de
poliacrilamida dos animais do grupo distendido
(G2) mostra elevagdo protéica, sendo as
proteinas mais precocemente eclevadas as que
apresentaram pesos moleculares de 130.000 Da -
ceruloplasmina, 122.000 Da - proteina C-reativa
e 85.000 Da - transferrina, cujos percentuais de
elevagdo, quatro horas apds a intervencdo
cirargica (M2) foram 152%, 73,2% e 23,5%,
respectivamente. Os animais do GI1, ndo
submetidos a obstru¢do, mas somente a
instrumentagdo  cirurgica, exibiram  perfil
eletroforético distinto, sendo que as maiores
concentragdoes das proteinas: ceruloplasmina -
130.000 Da, proteina c-reativa - 122.000 Da,
haptoglobina - 47.000 Da, e glicoproteina 4cida -
40.000 Da ocorreram na terceira hora de
reperfusdo (M3); a maior concentragdo da
transferrina - 85.000 Da, na 12* hora de
reperfusdo (M4) e a da o,-antitripsina - 61.000
Da, antes do procedimento cirirgico.

O resultado que mostra a elevagdo da
ceruloplasmina assemelha-se ao obtido por
Okumura et al. (1991), que utilizaram eqiiinos
com sinais clinicos de inflamacdo e registraram
alteragdo na concentracdo dessa proteina. A
identificacdo da proteina C-reativa confirma as
citagdes de Conner et al. (1988) que, apds
induzirem trauma  cirrgico em  cdes,
identificaram-na, registrando seu valor maximo
em 24 horas. Segundo Kaneko et al. (1997), a
transferrina ¢ uma proteina de fase aguda
negativa, ou seja, diminui sua concentragdo no
soro. No G2, esse mesmo padrao foi encontrado.
Observou-se também que, com 12 horas de
reperfusio  (M4), houve aumento na
concentragdo sérica da transferrina em ambos os
grupos, indicando que PFA negativa ou positiva
relaciona-se apenas ao seu metabolismo
hepatico, e ndo ao seu comportamento no soro
(Fagliari e Silva, 2002).

Em G2, a glicoproteina acida e a haptoglobina
tenderam ao decréscimo ao longo do tempo,
situacdo semelhante a encontrada por Fagliari e
Silva (2002), sugerindo que sua sintese requer a
presenga de mediadores inflamatorios. Neste
ensaio, observaram-se altas concentracdes de
glicoproteina acida e haptoglobina logo apos o
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trauma cirirgico. Em relagdo a glicoproteina
acida, este resultado ¢é semelhante as
mensuragdes de Taira et al. (1992), que a
isolaram em ruminantes, felinos e eqiiinos apos
infec¢des, inflamagdes e tumores malignos. A
concentragdo dessa proteina no sangue, segundo
esses autores, determina o prognostico de
doencas inflamatorias e auxilia no
monitoramento de estados imunossupressivos em
humanos.

Conner et al. (1988) confirmaram a detecgdo da
haptoglobina em ruminantes com infecgdes
natural e experimental, sendo de 43% e 84% o
aumento observado ap6és 24h e 72h,
respectivamente. Os mesmos autores
descreveram que a haptoglobina ¢ um bom
indicador de afecgdes sistémicas em felinos.
Sabe-se, ainda, que os niveis de haptoglobina
aumentam 24 horas apds a cirurgia e dobram
suas concentracdes em quatro dias. Esse
comportamento ¢ diferente dos resultados que
este ensaio apresentou até a 12 hora de
reperfusdo, pois os valores séricos tenderam ao
declinio.

O comportamento da a,-antritripsina - 61.000
Da, nos animais do G2, mostrou percentual de
elevacdo diferenciado, com 284,2% na terceira
hora de reperfusdo (M3) em relagdo ao G1. Neste
grupo, o teor da a;-antitripsina oscilou ao longo
dos momentos experimentais, confirmando o
comportamento de uma proteina de fase aguda,
apresentado por Kaneko et al. (1997), e
confirmando os resultados obtidos por Fagliari et
al. (1997), que constataram alteragdes nos niveis
séricos apos a indugdo de laminite, em poneis.

Os menores percentuais constatados no G2 foram
nas concentragdes de ceruloplasmina, proteina c-
reativa, transferrina, haptoglobina e glicoproteina
acida na terceira hora de reperfusdo (M3), com
percentuais de diminuigdo de -78,3%, -80,1%, -
64,1%, -32% e -78,9%, respectivamente. Os
animais de Gl apresentaram comportamento
diverso, com diminui¢do dos teores de
ceruloplasmina e a;-antritripsina na 12% hora de
reperfusdo (M4), dos teores de proteina C-reativa
e haptoglobina logo apds a interven¢ao cirtrgica
(M1), e dos teores de transferrina e glicoproteina
acida na quarta hora de colocacdo do manguito
(M2).
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CONCLUSOES

A eletroforese em acrilamida (SDS-PAGE)
possibilitou detectar alteracdes em todos os
animais submetidos a obstru¢do experimental do
c6lon menor. Tais alteragdes perduraram durante
o periodo de reperfusdo, no entanto o periodo
estabelecido parece ndo ter sido suficiente para
determinar por quanto tempo tais alteragdes se
manteriam. O modelo utilizado mostrou que as
proteinas de fase aguda sdo importantes para os
eqiiinos, em razdo da alteragdo de seus valores
apos os procedimentos cirirgicos.
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