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PERFIL ELETROFORETICO DO PROTEINOGRAMA DO LiQUIDO PERITONIAL DE
EQUINOS COM OBSTRUCAO EXPERIMENTAL DO COLON MENOR

Carlos Henrigue Camara Saquetti', Rafael Resende Faleiros?, Delphim da Graga Macoris?,
José Jurandir Fagliari?, Suedney de Lima Silva?

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar as
alteracdes do proteinograma do liquido peritonial
de eqliinos submetidos a isquemia e reperfuséo
do célon menor por distensédo intraluminal. Para
isso utilizou-se 10 animais submetidos a laparoto-
mia pelo flanco, em posi¢céo quadrupedal, para a
inducao de obstrugdo no célon menor durante um
periodo de quatro horas. Cinco animais foram
instrumentados, mas sem distensao (Grupo Con-
trole — G1), em cinco outros animais promoveu-se
uma isquemia mural por distenséo do célon menor
através de um manguito inflado com 40 mmHg
(Grupo Distendido — G2). Foram colhidas amostras
de sangue imediatamente antes dos procedimen-
tos, com 4h de isquemia e com 3h e 12h de reper-
fusdo. As amostras do liquido peritonial coletou-se
nos momentos: basal, 4h de isquemia, 3h reper-
fuséo e 12h de reperfusdo. Apoés centrifugacéo e
aliquotizacdo das amostras, as proteinas de fase
aguda foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sdodio
(SDS-PAGE) e suas concentragfes foram deter-
minadas através de densitometria computadori-
zada. Encontrou-se 19 proteinas no fracionamento
eletroforético e o peso molecular variou de 185.000
a 14.000 Daltons. Os pesos moleculares encon-
trados, correspondentes as proteinas de fase agu-
da mais conhecidas, foram 130.000 D (ceruloplas-
mina), 122.000 D (proteina C-reativa), 85.000 D
(transferrina), 68.000 D (albumina), 61.000 D (a,
antitripsina), 58.000 D (a, antiquimotripsina), 47.000
D (haptoglobina) e 40.000 D (glicoproteina acida).
Os resultados demonstraram que as proteinas de
fase aguda elevaram imediatamente apés o trauma
cirargico, bem como ocorre a queda da concen-

tracdo das proteinas totais e de algumas proteinas
especificas no liquido peritonial.

Palavras-chave: agudo, fase, proteina, eqino.

INTRODUCAO

Edwards (1997), mostrou que nos Estados
Unidos e no Reino Unido apenas 3,9% e 4% dos
casos de célica eqliina tem como sede o célon
menor. J& no Brasil, em um estudo realizado na
Universidade de Séao Paulo, (SILVA et al., 1998)
verificaram que 30,95% das afecg¢bes cirargicas
do intestino grosso de equinos ocorreram no célon
menor, sendo grande parte dessas obstru¢cdes
intraluminais. Faleiros et al. (2002a), acreditaram
gue a nutricdo improvisada e a constante ingestéo
de poluentes possam ser fatores contribuintes para
a maior ocorrencia. Ainda, o c6lon menor é o seg-
mento do trato gastrointestinal, mais predisposto a
alteracdes circulatdrias, uma vez que a afec¢éo
deste 6rgdo implica em sinais clinicos menos inten-
S0s, 0 que acarreta demora no atendimento, dificul-
ta o diagndstico, ocasionando um atraso na indi-
cagdo cirdrgica, 0 que por sua vez permite o agra-
vamento da distensdo intraluminal desse 6rgéo
(KELLER; HORNEY, 1985; DART et al., 1999).

A endotoxemia, a isquemia e reperfusao, a
infeccao, os procedimentos cirlrgicos e outros
agravantes induzem a resposta inicial do organis-
mo, que inclui véarias alteracdes fisiologicas de-
nominadas resposta de fase aguda da inflamacéo
(TAKIGUCHI et al., 1990). Dentre estas alteracdes
esta a modificacao do metabolismo hepético, com
aumento da producédo de glicoproteinas denomi-
nadas proteinas de fase aguda (PFA) (TAKIGUCHI
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etal., 1990; GODSON et al., 1996), que comecam
a ser detectéveis 4 horas ap0s a indugéo do dano
(FAGLIARI, et al. 1998). Como a concentracdo
plasmatica de proteinas de fase aguda é direta-
mente proporcional ao grau de leséo tecidual ou
de inflamacéo, esta pode chegar a aumentar até
100 vezes sua concentracdo mediante uma leséo
tecidual (KENT, 1992). O aumento da concentracao
das proteinas de fase aguda € um fen6meno bem
conhecido durante a resposta a uma infeccéo.
Sabe-se também que as proteinas associadas a
resposta de fase aguda variam entre as diferentes
espécies animais, e que o perfil dessas proteinas
difere de acordo com o estimulo (GODSON et al.,
1996).

As proteinas de fase aguda aumentam em
resposta a producdo de mediadores quimicos
liberados pelos macrofagos e leucécitos durante
0s processos inflamatorios e infecciosos (DEIGNAN
etal., 2000; KENT, 1992). Os valores elevados vao
diminuindo de acordo com o efeito de tratamento
eficaz. Elas podem ter a funcéo de retirar radicais
livres de oxigénio do organismo, através da pro-
ducéo de imunoglobulinas e reparacéo tecidual
(GRUYS et al., 1994; KENT, 1992).

Os valores séricos das proteinas de fase
aguda néo sofrem alteracdo em condi¢cfes néo
inflamatdrias, independente da condig&o corporal
ou qualquer forma de estresse. Em condi¢des nédo
infecciosas como cetose e febre do leite foi de-
monstrado por Skinner (2001) que os valores de
haptoglobina plasmatica ndo se alteraram.

As proteinas de fase aguda podem ser
classificadas como positivas ou negativas (KANEKO
et al., 1997). No primeiro grupo, enquadram-se,
dentre outras, o fibrinogénio, a glicoproteina acida
e a haptoglobina (TAKIGUCHI et al., 1990; TRUMEL
et al., 1996), as quais se elevam imediatamente
apos a instalacdo do processo inflamatério ou
endotoxémico (GODSON et al., 1996), decrescendo
rapidamente com a regressao da lesdo (KENT,
1992). No segundo grupo destacam-se a albumina
e a transferrina, cujas concentragdes séricas ten-
dem a decrescer na presenca de condi¢des infla-
matoérias (KANEKO et al., 1997).

A ceruloplasmina tem como principal fun-
¢do transportar cobre no sangue, e é reconheci-
da como uma proteina de fase aguda positiva, ou
seja, aumenta apés um estimulo inflamatério (OKU-
MURA etal., 1991).

Nos animais, a proteina de fase aguda de
maior importancia varia de uma espécie para outra.
O uso clinico dessas proteinas tem se limitado
aguele cuja técnica se adequa a rotina laboratorial,

ou seja, de analises facil e rapida (KENT, 1992).
Por essarazao, o fibrinogénio é, provavelmente, a
proteina de fase aguda mais mensurada no plasma
dos animais, porém ndo é a mais importante
(KANEKO etal., 1997). Um dos maiores empecilhos
para a utilizacéo da analise das PFAs narotina é o
fato de que os métodos mais apurados para sua
mensuracdo ainda sdo demorados e laboriosos
(KENT, 1992).

O fracionamento eletroforético representa
um dos mais confidveis métodos de identificacéo e
guantificagcdo das proteinas dos fluidos corporais
(KANEKO et al., 1997). Gordon (1995) relatou que
0 uso da técnica de eletroforese em gel de polia-
crilamida contendo dodecil sulfato de sddio (SDS-
PAGE) possibilita a detecgdo de concentragbes
protéicas extremamente baixas e a identificac@o
de 20 a 30 proteinas, utilizando-se micro-quanti-
dade de amostra, enquanto outras técnicas utili-
zadas como a fita de acetato de celulose ou filme
de agarose permitem apenas a identificacdo de
cinco a sete grupos de proteinas (EDINGER et al.,
1992; MATTEWS, 1982). Além disso, o gel de polia-
crilamida é livre de cargas elétricas, ao contrario
de outras matrizes, fornecendo bandas protéicas
nitidas (GORDON, 1995).

Para a espécie eqiina, consideram-se
como as mais importantes proteinas de fase aguda
o fibrinogénio, a amil6ide-A, a glicoproteina acida
o-1, a proteina C-reativa, a haptoglobina e a
ceruloplasmina (NUNOKAWA et al., 1993).

A amildide-A também tem demonstrado ser
bom indicador de infeccdo em equinos, pois seus
niveis aumentam tanto nas virais como nas bac-
terianas, naturais ou induzidas, seja em fetos, neo-
natos ou adultos (KENT, 1992; YAMASHITA et al.,
1991). Devido a alta concentracdo da amil6ide-A
no soro de equinos com sinais clinicos de infla-
macéao e com inflamacéo induzida experimental-
mente, e devido ao fato de sua concentragdo di-
minuir a medida que o foco inflamatdério € tratado,
acredita-se que essa é a mais sensivel proteina de
fase aguda para equinos (NUNOKAWA et al., 1993).
A glicoproteina acida a-1 também foi isolada nessa
espécie (TAIRA et al., 1992).

O presente estudo visou avaliar as alte-
ragBes no proteinograma do liquido peritonial de
equinos submetidos a isquemia do célon menor por
obstrucéo intraluminal.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 10 eqiinos, machos e fé-
meas, sem raca definida, com idade 7+2,3 anos,
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pesando 333t40 kg e com escore corporal entre
2,5 a 3,5 (1-5) (SPEIRS, 1997). Submeteu-se o0s
animais a avaliag@es clinica e hematologica para
se confirmar a higidez.

Apos jejum alimentar de 12h, os animais
foram sedados com xilazina® (0,5mg/kg IV) e bu-
torfanol* (0,1 mg/kg IM) e tiveram o flanco esquerdo
anestesiado por meio da técnica de “L” invertido
com bupivacaina® 0,5% associada a lidocaina® 2%
sem vasoconstritor, apds ter a tricotomia e a anti-
sepsia. Decorridos 15 minutos da infiltrac&o anes-
tésica realizou-se a laparotomia no flanco esquerdo
com incisdo da pele de aproximadamente 20 cm,
incisdo do musculo obliquo abdominal externo e
divulsdo romba dos outros planos musculares. Em
seguida, a cavidade peritonial foi explorada e, ndo
se encontrando qualquer anormalidade, um seg-
mento inicial do célon menor, a aproximadamente
50 cm da transi¢cao com o c6lon transverso foi deli-
mitado. Realizou-se entéo a indugéo da obstrugéo
intraluminal segundo modelo descrito por Faleiros
et al. (2002b). No segmento exposto praticou-se
enterotomia na borda anti-mesentérica para a
colocagéo de um manguito de aproximadamente
15 cm de didmetro, acoplado a um equipo de po-
lietileno com uma péra insufladora em sua ex-
tremidade. 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 ligaduras feitas com dreno de Penrose
n° 3 ao redor do célon menor, aplicada de modo a
ndo ocluir as irrigagcdes mesentérica e mural. Rea-
lizou-se entdo a enterorrafia com sutura simples
continua total no primeiro plano e um segundo plano
no padrado cushing, ambas feitas com fio Poliglacti-
na 9108 00, mantendo-se 0 equipo por entre as
bordas da ferida. Apés tal procedimento, os
segmentos das alcas expostos foram lavados com
solucdo de Ringer com lactato e recolocados na
cavidade. A ferida do flanco foi reduzida segundo
técnica de rotina, deixando-se 0 equipo exterioriza-

3 Sedazine-Fort Dogde

4 Torbugesic — Fort Dodge

5 Neocaina 0,5% — Cristalia

6 Xilestesin sem Vasoconstritor — Cristalia
7 Fisiografo —Mod. 7-8p24.5, Grass — USA
8 Vycril 2-0 — Eticon

9 Dormire — Cristalia

© Eter Gliceril Guaiacol — Henryfarma Ltda.
% Tiopental — Cristalia

2 Halotano — Cristalia

B Aparelho de anestesia, Mod. 28003; Mallardiric, USA.
4 Dobutrex

% Tengesic — Schering-Plough

do por entre as bordas da ferida. Cinco animais
foram instrumentados mas nao tiveram o manguito
inflado (Grupo Controle — G1). Em cinco animais
inflou-se e 0 manguito com ar até atingir 40 mmHg,
pressao essa capaz de reduzir em média 73,6%
da perfusdo na microcirculacdo da parede intes-
tinal (Grupo Distendido — G2) (FALEIROS et al.,
2002b).

ApGs 3 horas do inicio da obstrucéo, os
animais foram induzidos a anestesia geral. Rece-
beram como pré-medicacao midazolan® (0,15 mg/
kg, 1V) e infusdo sob pressao de éter gliceril
guaiacol®® a 10% (100 mg/kg IV), recebendo entédo
tiopental®* (12,5 mg/kg 1V). ApGs intubacéo oro-
traqueal, a manutencgdo anestésica foi feita por
halotano?? volatilizado em 15 mL/kg de oxigénio,
em circuito anestésico semi-fechado com ventila-
¢do controlada®®. Durante o procedimento cirlrgi-
co administrou-se 5 a 10 mL/kg/min., 1V, de solu-
¢éo de Ringer com lactato para auxiliar na manu-
tengdo da pressao arterial média, entre 70 e 100
mmHg. Quando a fluidoterapia ndo era suficiente
para este fim, administrava-se dobutaminal4 na dose
de 1 a 5 mg/kg/min.

Foram realizadas celiotomias medianas, de
aproximadamente 25 cm, para permitir a exposi¢ao
do colon menor distendido. Completado o periodo
de 4 horas de isquemia, a desobstrucdo do lumen
deu-se por meio do esvaziamento e retirada do man-
guito. Apés nova sintese da enterotomia e irrigacéo
da area com Ringer com lactato, realizou-se a lapa-
rorrafia, segundo técnica de rotina e, em seguida,
permitiu-se a recuperac¢éo anestésica do animal.

No inicio do periodo de recuperagdo, os
animais receberam 0,005 mg/kg IM de buprenor-
fina'® e foram colocados em baias individuais até
completar o periodo de 12 horas de reperfuséo.
Ao final desde periodo sedou-se 0s animais com
xilazina® (1 mg/kg, 1V), seguiu-se anestesia geral
induzida por tiopental*? (10 mg/kg, IV) e a eutana-
sia realizada por meio de infuséo intravenosa de
solucéo saturada de sulfato de magnésio.
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Colheu-se amostras de fluido peritonial de
todos os grupos para a realizagdo do proteino-
grama, imediatamente antes do inicio do procedi-
mento, apés 4 horas de isquemia, apés 3 e 12
horas de reperfusao.

O fluido peritonial para a realizac¢éo do pro-
teinograma foi colhido em frascos estéreis e sem
anticoagulante para separacao do fibrino-génio.

Amostras do fluido peritonial colhidas para
a eletroforese obteve-se apds centrifugacéo. Fra-
cionou-se entdo as amostras em 3 aliquotas para
se minimizar o risco de perda do material, dentro
de uma capela de fluxo laminar. Essas amostras
foram acondicionadas em frascos criogénicos
estéreis e imediatamente congeladas a tempera-
tura de -180°C, até o momento da realiza¢éo do
proteinograma. Os valores das proteinas totais do
liquido peritonial foram obtidos através de espec-
trofotometria.

Determinou-se as fragbes das proteinas
através de densitometria computadorizada®®. Elas
foram identificadas utilizando-se como referéncia,
um marcador com pesos moleculares de 29.000,
45.000, 66.000, 116.000 e 205.000 Daltons (D) e
por comparacdo da mobilidade da o-1 antitripsina
purificada. Os valores das concentracdes das pro-
teinas constituintes de cada fragédo foram deter-
minados pela propor¢cédo dessas em relacdo aos
valores da proteina total de cada momento.

RESULTADOS

No liquido peritonial dos 10 animais, sub-
metidos ao experimento foram encontradas 19
proteinas, com peso molecular variando de 185.000
a 14.000 D.

Das proteinas de fase aguda conhecidas,
sete se apresentaram de maneira mais constante
nos géis da eletroforese. Foram elas 130.000 D,
122.000 D, 85.000 D, 61.000 D, 58.000 D, 47.000
D e 40.000 D.

No G1, a concentragdo da proteina 58.000
D apresentou aumento significativo durante a
isquemia, chegando a 5 vezes o valor basal. Ao fim
da quarta hora de instrumentacéo esses valores se
reduziram. O teor da proteina de 122.000 D apre-
sentou um pequeno aumento até 4h da instru-
mentacao, que reduziu-se aos valores basais. As
concentracdes das proteinas 61.000 D e da 47.000
D mantiveram 0 mesmo comportamento da protei-
na supracitada, porém com menor aumento. Ime-
diatamente apds o inicio da cirurgia, o teor da

6 Shimadzu-CS-9301PC, Téquio, Japao

proteina de 40.000 D elevou-se e, em seguida, seus
valores diminuiram até proximo ao valor basal as
12 horas de reperfusao. A proteina de 130.000 D
apresentou aumento progressivo de sua concen-
tracao até o final do experimento.

No G2 a proteina de 58.000 D apresentou
0 mesmo comportamento que no G1, porém che-
gando a aumentar 70 vezes em relagdo ao seu
valor basal. A proteina 122.000 D apresentou um
pequeno aumento apds a indugdo da obstrucgéo,
sendo esse significativo ao final da reperfuséo. A
concentragéo da proteina 61.000 D aumentou até
o final da isquemia, e depois comecou a diminuir.
Os valores da proteina de 47.000 D mantiveram
comportamento semelhante em todos 0s grupos
com elevacdo até o final do periodo de isquemia,
diminuicao no inicio da reperfusé@o e novo aumento
ao final da 122 hora de reperfusao. A proteina de
130.000 D apresentou discreto aumento ao final
do periodo de isquemia, diminui¢cdo no inicio da
reperfusdo e manteve-se constante até o final da
reperfuséao.

A andlise de correlagdo entre 0 G1 e 0 G2
demonstrou, que a proteina C-reativa, a antitripsina,
a antiquimotripsina, a haptoglobina e a glicoproteina
acida tém maior correlacéo, nas condi¢bes desse
experimento.

DISCUSSAO

Fagliari et al. (1998) relataram que, pela
comparacao das bandas das proteinas encontra-
das, com o peso molecular de proteinas de refe-
réncia e o padréo de corrida das proteinas purifica-
das, pode-se estimar quais proteinas compunham
cada banda. Para os animais deste estudo as pos-
siveis proteinas de fase aguda encontradas foram
a ceruloplasmina (130.000 D), proteina C-reativa
(122.000 D), transferrina (85.000 D) a-1 antitripsina
(61.000 D), a-1 antiquimotripsina (58.000 D), hap-
toglobina (47.000 D) e a glicoproteina acida (40.000
D).

A ceruloplasmina apresentou aumento em
suas concentragdes apos o inicio da instrumen-
tacdo corroborando com Okumura et al. (1991),
gue utilizaram eqliinos com sinais clinicos de
inflamacéo e constataram aumento dessa proteina
sugerindo ser uma proteina de fase aguda. Fagliari
et al. (1998) também verificaram aumento dessa
proteina quatro horas apos a indugéo de laminite
em poneis.

Segundo Kaneko et al. (1997), a transfer-
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rina é uma proteina de fase aguda negativa. No
entanto, no presente estudo houve aumento dos
valores dessa proteina no liquido peritonial, padréao
que ocorreu no G2, pode indicar que a diminuigéo
na concentracdo sérica ocorra devido a uma
migracéo dessa proteina para a cavidade peritonial.

A o-1 antitripsina apresentou aumento nas
concentragdes apds o inicio do trauma. Esse valor
se inverteu logo apés a reperfusdo. Kaneko et al.
(1997) descreveram tal comportamento como ca-
racteristica de proteinas de fase aguda.

A concentracdo da glicoproteina &cida
elevou-se logo ap6s o trauma cirdrgico, sugerindo
ser uma proteina inflamatéria de fase aguda, como
mencionado por Taira et al. (1992), e que Fagliari
et al. (1998) também encontraram em seu experi-
mento.

CONCLUSOES

» O periodo de 16h para avaliar as alteracdes
no proteinograma do fluido peritonial é suficiente
para se perceber as mudangas que ocorrem
nas concentragdes das proteinas, porém nao
fornece dados do comportamento dessas pro-
teinas quanto a seus picos, persisténcia destes
e quanto tempo as concentragfes dessas se
mantém alteradas;

e a ceruloplasmina, a proteina C-reativa, a
haptoglobina e a glicoproteina acida parecem
ser proteinas de fase aguda importantes nos
equinos, visto nas concentra¢des no liquido
peritonial logo apés o inicio dos procedimentos
cirargicos;

e atransferrina, que é uma proteina de fase
aguda negativa, eleva-se no sitio da lesao.

Este trabalho foi aprovado pela Comissao
de Etica e Bem Estar Animal da Universidade Es-
tadual Paulista Julio de Mesquita — Campus de
Jaboticabal, sob protocolo nimero 005690.

Electrophoretic profile from peritonial fluid
proteinogram of equines with small colon
experimental obstruction

ABSTRACT

The purpose of the present study was to evaluate
equine proteinogram alterations on equine perito-
nial fluid submitted to small colon ischemia and
reperfusion by intraluminal distension. For that, ten
animals in standing position were submitted to flank

laparotomy to induce small colon obstruction during
a four hours period. Five animals were instrumented,
but without distention or treatment (control group —
G1l), five other animals were submitted to mural
ischemia by small colon distension with the use of
an inflated balloon with 40mmHg (distended group-
G2). Blood samples were taken immediately before
the procedures, 4 hours after ischemia and 3 hours
and 12 hours of reperfusion. The peritonial fluid
samples were obtained in the following moments:
basal, 4 hours of ischemia, 3 and 4 hours of re-
perfusion. After centrifugation and fragmentation of
the samples, the acute phase proteins were sepa-
rated by polyacrylamide gel electrophoresis with
dodecil sodium sulphate (SDS-PAGE) and their
concentrations were determined by computerized
densitometry. In the samples 19 proteins were found
in electrophoretic fractionations and molecular
weight varied from 185.000 to 14.000 Daltons. The
molecular weights found that correspond to the most
recognized acute phase proteins were 130.000
(ceruloplasmin), 122.000 (c-reactive protein),
85.000 (a-1 antiquimotripsin), 47.000 (haptoglobin)
and 40.000 (acid glycoprotein). The results demons-
trated that acute phase proteins rise immediately
after surgical traumas, however, total proteins and
some specific proteins of peritonial fluid concen-
tration decline.

Keywords: acute, phase, protein, equine.
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