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RESUMO - Os objetivos deste estudo foram determinar intervalos de referéncia
para as proteinas de fase aguda no plasma e no liquido peritoneal em bezerros
portadores de hérnia umbilical congénita, antes e apds a cirurgia; determinar se
a presenca da hérnia umbilical poderia desencadear a produgdo destas
proteinas em relagdo aos bezerros normais; tentar avaliar se estas alteragdes
ocorrem mais precocemente no plasma ou no liquido peritoneal; bem como um
possivel efeito das paracenteses seriadas no liquido peritoneal dos animais do
grupo controle. Foram utilizados 20 bezerros da raca Holandesa, entre 3 e 7
meses de idade, com e sem hérnia umbilical congénita. Os animais do grupo
experimental foram submetidos a herniorrafia e amostras de plasma e liquido
peritoneal foram colhidas imediatamente antes da cirurgia (momento 0) e aos
1, 3, 5, 7 e 15 dias apds a cirurgia. Nos mesmos momentos foram colhidas
amostras nos animais do grupo controle. Cinco proteinas de fase aguda
(ceruloplasmina, transferrina, albumina, haptoglobina e glicoproteina acida)
foram avaliadas por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil-
sulfato de sédio (SDS-PAGE). Os resultados indicaram que estas proteinas
aumentaram mais rapidamente no liquido peritoneal do que no plasma, exceto
a haptoglobina e a transferrina, que aumentaram nos mesmos momentos no
plasma e no liquido peritoneal. Concluiu-se que a utilizagdo dessas proteinas
ajuda a monitorar a resposta inflamatoéria na cavidade abdominal estabelecida
apOs a cirurgia e que a paracentese seriada néo resultou em alteracdes

significantes nas concentra¢des destas proteinas de fase aguda.

Palavras-Chave: bovino, hérnia umbilical, liquido peritoneal, proteinas da fase

aguda
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SUMMARY - The aims of this study were to determine reference intervals for
the different acute phase proteins in plasma and peritoneal fluid samples of
calves with congenital umbilical hernia before and after herniorraphy; to
determine if the presence of an umbilical hernia would trigger the production of
these proteins in comparison with normal calves; to identify if these alterations
occur earlier in plasma or in peritoneal fluid and to evaluate a possible effect of
serial paracentesis in peritoneal fluid in control group. Twenty Holstein calves, 3
to 7 month-aged, were divided in 2 groups: calves without umbilical hernia
(control group) and calves with congenital umbilical hernia (experimental
group). Calves from the experimental group underwent herniorraphy. Plasma
and peritoneal fluid samples were collected in experimental group immediately
before surgery (time 0), 1, 3, 5, 7 and 15 days after surgery and at the same
moments in the control group. Five acute phase proteins were evaluated
(ceruloplasmin, transferrin, albumin, haptoglobin and acid-glycoprotein) in all
samples using the SDS-PAGE method. The results showed that these acute
phase proteins rapidly increased in peritoneal fluid than in plasma, but
haptoglobin and transferrin increased at the same moments in both plasma and
peritoneal fluid. It was concluded that the use of these proteins helps to monitor
the ongoing inflammatory response in the abdominal cavity established after the
surgery and serial paracentesis did not result in changes in concentrations of

these acute phase proteins.

Keywords: umbilical hernia, acute-phase protein, peritoneal fluid
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CAPITULO 1 — CONSIDERAGCOES GERAIS

A hérnia umbilical € uma enfermidade observada em todas as ragas e
acredita-se que esteja relacionada a fatores hereditarios (MULLER et al., 1988;
REBHUN et al., 1995) ou que estejam associadas com inflamag¢do do umbigo
(AL-BADRANY, 2001; CHUANG et al., 2000; REBHUN et al., 1995; TRENT,
1987). Representa de 8 a 30% dos defeitos congénitos encontrados em
bovinos (BAHR; DISTL, 2005), podendo em alguns animais desaparecer em
até quatro dias. Somente as hérnias que persistem apos este periodo séo
consideradas hérnias umbilicais verdadeiras (ENZERINK et al., 2000). A
onfaloflebite em bovinos aumenta o risco de aparecimento de hérnia umbilical
durante os dois primeiros meses de vida (STEENHOLDT; HERNANDES,
2004).

Dependendo do tamanho do anel herniario, o raimen (KUMAR, 2001), o
omento, o abomaso, o intestino delgado (STEINMAN et al., 2000), ou uma

combinagao destes pode se alojar no saco herniario.

As hérnias de longa duracdo s&o mais provaveis de desenvolver
aderéncias entre estas estruturas e o peritbnio evertido. Encarceramento
(FIELD, 1988; VOERMANS et al., 2004), estrangulamentos de algas (HYLTON;
ROUSSEAUX, 1985; RIUJKENHUIZEN; SICKMANN, 1995), evisceracado do
conteudo (WEIK; MOORES, 2005) ou fistulas enterocutaneas podem ocorrer
(FREEMAN et al.,, 1988; MARKEL et al., 1987). Podem aparecer outras
enfermidades congénitas associadas a hérnia umbilical (MARKEL et al., 1987),
como, por exemplo, o uraco dilatado (PARRAH; BUCHOO, 2004).

As condicbes citadas anteriormente podem levar aos processos
inflamatorios locais, e podem provocar alteracbes das concentracdes de
proteinas de fase aguda no plasma e liquido peritoneal que podem ser
identificadas pelo método de eletroforese (FAGLIARI et al., 1998). Sendo
assim, a avaliacdo destas proteinas pode ser util em detectar e monitorar a

progressao e a gravidade de processos inflamatérios.
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Caso alteragbes ou complicagbes se desenvolvam durante o periodo
pbés-operatorio (ANDERSON et al.,, 1993), a determinagédo dos parametros
normais do liquido peritoneal neste periodo seria extremamente importante
para a subsequUente interpretacdo destes dados (ANDERSON et al., 1994).
Contudo, dados referentes a proteinas de fase aguda no liquido peritoneal de
bezerros jovens sob estas condicbes ndo estdo disponiveis na literatura
(BURTON et al., 1997).

Anderson et al. (1995) e Mendes et al. (2005) concluiram que os valores
de referéncia para os parametros de proteinas totais do liquido peritoneal de
bovinos adultos clinicamente normais ndo seriam apropriados para interpretar
os resultados obtidos na analise do liquido peritoneal de bezerros.

A utilizagdo de dados de bovinos adultos ou mesmo bezerros mais
velhos pode resultar em interpretacbes errbneas quando se avalia o liquido
peritoneal de bezerros mais jovens. Animais muito jovens podem apresentar
varias condi¢des que afetam a cavidade abdominal como obstrugdes intestinais
estrangulantes e n&do-estrangulantes, septicemia, ulceras de abomaso, onfalite
(BURTON et al., 1997; RINGS, 1995), hérnias umbilicais, abscessos umbilicais
e persisténcia de uraco (RINGS, 1995; VIRTALA et al., 1996).

A colheita do liquido peritoneal € um procedimento que possibilita
repeticdo e fornece informacgdes que permitem avaliar a gravidade das lesGes
abdominais, ajudando a decidir se a cirurgia deve ou néo ser realizada
(DUCHARME; LOWE, 1988). A avaliacao seriada do liquido peritoneal € um
indicador util na avaliagdo da resposta da peritonite e do trauma abdominal ao
tratamento clinico (DYSON, 1983; NAZIFI et al., 2000), e tem sido utilizada com
sucesso em muitas espécies animais para auxiliar no diagnostico de doenca
abdominal (ARDEN; STICK, 1988; HIRSCH; TOWNSEND, 1982; HOUSE et al.,
1992; ORSINI et al., 1991; SANTSCHlI et al., 1988; WILSON et al., 1985).

A analise do liquido peritoneal em equinos ajuda a determinar o
progndstico para animais com sinais de dor abdominal (ALLEN JUNIOR et al.,

1986; ORSINI et al., 1991), a diferenciar enfermidades clinicas das cirurgicas
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no trato gastrintestinal (ARDEN; STICK, 1988; JOHNSTON; MORRIS, 1987), e

a diferenciar abscessos intra-abdominais de neoplasia (ZICKER et al., 1990).

A resposta de fase aguda é uma reacéao sistémica aos disturbios locais
ou sistémicos na homeostase, causados por infecc¢ao, injuria tecidual, trauma,
cirurgia, crescimento neoplasico ou desordens imunolégicas (GRUYS et al.,
1999). E uma condicdo fisiolégica que ocorre bem no inicio do processo
inflamatorio independente do tipo de inflamacéo estabelecida (HIRVONEN,
2000) e tem o propoésito de prevenir a injuria de um 6rgao, isolar e destruir um
organismo infeccioso, remover moléculas indesejaveis e debris, e ativar os
processos de reparagdo que sSao necessarios para que O oOrganismo
restabeleca sua fungdo normal (BAUMANN; GAULDIE, 1994).

No local da injuria tecidual, sdo iniciadas respostas teciduais quando
citocinas pro-inflamatérias sdo liberadas e o sistema vascular e células
inflamatorias sao ativadas. Essas respostas em série estdo associadas com a
producdo de mais citocinas e outros mediadores inflamatérios que se difundem
para o liquido extracelular e também para a circulagdo sanguinea (GRUYS et
al., 2005).

As mudancas nas composi¢cdes das proteinas séricas que ocorrem apos
0 dano tecidual representam uma parte da resposta sistémica do animal
acometido por processo inflamatério agudo mediada por citocinas proé-
inflamatérias (fator de necrose tumoral-a, Interleucina-1 e Interleucina—6)
(OPPENHEIN; SHEVACH, 1990). A sintese e liberacdo das proteinas de fase
aguda (PFAs) do figado para o plasma sao reguladas por mediadores
inflamatoérios de quatro categorias: citocinas do grupo da interleucina-6,
citocinas da familia da interleucina-1, glucocorticéides e fatores de crescimento
(HIRVONEN, 2000). As citocinas estimulam principalmente a expresséo do
gene da produgcédo de PFAs, enquanto os glicocorticoides e fatores de
crescimento funcionam como moduladores da acdo das citocinas (BAUMANN;
GAULDIE, 1994).
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As PFAs ditas negativas sdo aquelas que tém sua concentragao
plasmatica diminuida durante a fase aguda. Em alguns disturbios inflamatorios,
algumas PFAs podem ser mais ativamente consumidas, resultando em niveis
baixos em relagéo ao estado inflamatério (HIRVONEN, 2000; THOMPSON et
al., 1992).

A esse grupo pertencem a albumina, a transferrina, e outras proteinas
transportadoras (GRUYS et al.,, 1994; HIRVONEN, 2000). As proteinas que
apresentam sua concentragcdo aumentada em mais de 25% séo chamadas de
proteinas de fase aguda positivas, como a ceruloplasmina, haptoglobina e

glicoproteina acida, amiloide sérica A e proteina C reativa (KUSHNER, 1982).

As proteinas de fase aguda tém sido consideradas como potencial
indicador da presenca de enfermidades, e também como indicador da saude do
rebanho (GANHEIM et al., 2007), podendo os perfis apresentados variarem

entre as espécies e dentro delas também (HAYES, 1994)

As principais proteinas de fase aguda em bovinos ja avaliadas sao a
haptoglobina, a ceruloplasmina, o fibrinogénio, a alfa-1 anti-tripsina, a amildide
sérica A e a fetuina (BOOSMAN et al, 1989; BROWN et al., 1992;
ECKERSALL; CONNER, 1988). A proteina amiloide sérica A, a haptoglobina, a
proteina C-reativa, o fibrinogénio, dentre outras, sao produzidas pelo figado
durante a fase de resposta aguda a inflamac&do, em resposta as citocinas
liberadas no local da injuria, na tentativa de defender o organismo ou combater
algum patdégeno. A amiléide sérica A e a haptoglobina sdo usadas em bovinos
como indicadores primarios de inflamacgao e infecgéo, tendo alta sensibilidade
(HORADAGODA et al., 1999).

A ceruloplasmina é uma PFA transportadora, com importante papel no
metabolismo e transporte do cobre, essencial a eritropoese, e tem fungdes
imunolégicas e removedora de radicais livres do oxigénio produzidos na
inflamacado (GRUYS et al., 1994; HIRVONEN, 2000).
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A transferrina esta relacionada ao transporte de ferro no sangue para a
medula déssea, sistema reticulo-endotelial, baco, figado, intestino delgado e
musculatura (WEINBERG, 1978). Além disso, contribui para o controle de ferro
plasmatico no combate a infecgédo e problemas nessa ligacdo podem contribuir
para o aumento da susceptibilidade a infecgdo (KEENE; JANDL, 1965; STAHL,
1987). Sua concentracao também pode ser um requisito a proliferacao de
linfécitos T em humanos (HUNTER et al., 1984).

A albumina, por ser uma proteina de fase aguda negativa (GRUYS et al.,
1994), ndo deve aumentar em resposta a estimulo inflamatério agudo. Bovinos
com histérico de reticulopericardite traumatica geralmente tém valores
aumentados de albumina plasmatica e animais submetidos a procedimentos
cirurgicos apresentam diminuigdo da concentragcdo de albumina (HIRVONEN;
PYORALA, 1998).

A haptoglobina, uma proteina ligadora da hemoglobina, é considerada a
principal proteina de fase aguda em bovinos sendo utilizada como um
importante indicador da presenca de infeccdo bacteriana nesta espécie
(CONNER et al., 1988; ECKERSALL; CONNER, 1988; HIRVONEN et al., 1996;
SALONEN et al., 1996), podendo ter sua concentracdo aumentada em até 10
vezes (SKINNER et al., 1991; SALONEN et al., 1996).

A glicoproteina acida é uma proteina que tem agdo na parede dos
microvasos durante a fase aguda, propriedades imunomoduladoras (SATO et
al., 1995), de reparo e de cicatrizagdo (THOMPSON et al., 1992). Possui
resposta moderada a relativamente baixa em resposta a injuria tecidual em
bovinos (CONNER et al.,, 1988, HIRVONEN, 2000) e tem também a
capacidade de se ligar a medicamentos como trimetoprim e eritromicina
(HIRVONEN, 2000), por exemplo.

As fungbes das proteinas de fase aguda relacionadas a defesa do
hospedeiro durante a inflamagéo nao estdo totalmente estabelecidas (GRUYS
et al., 1994). As eletroforeses em acetato de celulose e em gel de agarose tém

sido utilizadas para analisar as concentragcbes de proteinas plasmaticas, mas
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essas técnicas sao limitadas, porque podem identificar de 5 a 7 grupos de
proteinas apenas (EDINGER et al., 1992; KIRK et al., 1975; MATTHEWS,
1982).

A eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sodio
(SDS-PAGE), por outro lado, permite identificar mais de 20 fragbes protéicas,
podendo separa-las claramente mesmo quando em quantidades extremamente
pequenas, e ser realizada com quantidades muito pequenas de plasma
(GORDON, 1975). Esta técnica tem sido utilizada para analisar concentra¢des
de proteinas plasmaticas (COYNE et al., 1990; WEBER; OSBORN, 1969), mas
até o presente momento nao foi empregada para determinar alteragcdes nas
concentragcdes de proteinas de fase aguda de bezerros portadores de hérnia

umbilical.

Assim a quantificagdo destas proteinas pode resultar em informacdes
importantes sobre a resposta de fase aguda bem como a evolugdo de uma
determinada doenca e devem ser utilizadas para explorar o impacto dos
diferentes agentes etiologicos e de outros fatores em enfermidades de bezerros
criados a campo (NIKUNEN et al., 2007).
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CAPITULO 2 - CONCENTRAGOES PLASMATICA E PERITONEAL DE
PROTEINAS DE FASE AGUDA EM BEZERROS PORTADORES DE
HERNIAS UMBILICAIS

RESUMO - Os objetivos deste estudo foram determinar intervalos de referéncia
para as proteinas de fase aguda no plasma e no liquido peritoneal em bezerros
portadores de hérnia umbilical congénita, antes e apds a cirurgia; determinar se
a presenca da hérnia umbilical poderia desencadear a producdo destas
proteinas em relagdo aos bezerros normais; tentar avaliar se estas alteracdes
ocorrem mais precocemente no plasma ou no liquido peritoneal; bem como um
possivel efeito das paracenteses seriadas no liquido peritoneal dos animais do
grupo controle. Foram utilizados 20 bezerros da raca Holandesa, entre 3 e 7
meses de idade, com e sem hérnia umbilical congénita. Os animais do grupo
experimental foram submetidos a herniorrafia e amostras de plasma e liquido
peritoneal foram colhidas imediatamente antes da cirurgia (momento 0) e aos
1, 3, 5, 7 e 15 dias apds a cirurgia. Nos mesmos momentos foram colhidas
amostras nos animais do grupo controle. Cinco proteinas de fase aguda
(ceruloplasmina, transferrina, albumina, haptoglobina e glicoproteina acida)
foram avaliadas por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil-
sulfato de sédio (SDS-PAGE). Os resultados indicaram que estas proteinas
aumentaram mais rapidamente no liquido peritoneal do que no plasma, exceto
a haptoglobina e a transferrina, que aumentaram nos mesmos momentos no
plasma e no liquido peritoneal. Concluiu-se que a utilizagdo dessas proteinas
ajuda a monitorar a resposta inflamatoria na cavidade abdominal estabelecida
apOs a cirurgia e que a paracentese seriada n&o resultou em alteragdes

significantes nas concentra¢des destas proteinas de fase aguda.

Palavras-Chave: hérnia umbilical, herniorrafia, liquido peritoneal, proteinas da

fase aguda
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CHAPTER 2- PLASMATIC AND PERITONEAL CONCENTRATION OF
ACUTE PHASE PROTEINS IN CALVES WITH CONGENITAL UMBILICAL
HERNIAS

SUMMARY - The aims of this study were to determine reference intervals for
the different acute phase proteins in plasma and peritoneal fluid samples of
calves with congenital umbilical hernia before and after herniorraphy; to
determine if the presence of an umbilical hernia would trigger the production of
these proteins in comparison with normal calves; to identify if these alterations
occur earlier in plasma or in peritoneal fluid and to evaluate a possible effect of
serial paracentesis in peritoneal fluid in control group. Twenty Holstein calves, 3
to 7 month-aged, were divided in 2 groups: calves without umbilical hernia
(control group) and calves with congenital umbilical hernia (experimental
group). Calves from the experimental group underwent herniorraphy. Plasma
and peritoneal fluid samples were collected in experimental group immediately
before surgery (time 0), 1, 3, 5, 7 and 15 days after surgery and at the same
moments in the control group. Five acute phase proteins were evaluated
(ceruloplasmin, transferrin, albumin, haptoglobin and acid-glycoprotein) in all
samples using the SDS-PAGE method. The results showed that these acute
phase proteins rapidly increased in peritoneal fluid than in plasma, but
haptoglobin and transferrin increased at the same moments in both plasma and
peritoneal fluid. It was concluded that the use of these proteins helps to monitor
the ongoing inflammatory response in the abdominal cavity established after the
surgery and serial paracentesis did not result in changes in concentrations of

these acute phase proteins.

Keywords: umbilical hernia, acute phase protein, peritoneal fluid
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2.1 Introducao

A hérnia umbilical bovina € uma enfermidade observada em todas as
racas, representa de 8 a 30% dos defeitos congénitos encontrados em bovinos
(BAHR; DISTL, 2005) e acredita-se que esteja relacionada a fatores
hereditarios (MULLER et al., 1988; REBHUN et al., 1995) ou que esteja
associada a inflamagdo do umbigo (AL-BADRANY, 2001; REBHUN et al.,
1995; TRENT, 1987). Processos inflamatérios locais podem provocar
alteragdes das concentragcbes de proteinas de fase aguda tanto no plasma
como no liquido peritoneal (FAGLIARI et al., 1998).

Caso alteragbes ou complicagbes se desenvolvam durante o periodo
pbs-operatorio a determinacao dos parametros de proteinas de fase aguda do
liquido peritoneal neste periodo seriam extremamente importantes para a
subsequiente interpretacéo destes dados (ANDERSON et al., 1993, 1994).

As proteinas de fase aguda tém sido consideradas como potenciais
indicadoras da presenca de doencas e bem-estar em animais e também estao
relacionadas a sanidade do rebanho (MURATA et al., 2004) e sua quantificacéo
pode nos fornecer informacgdes importantes sobre a resposta inflamatoria de
fase aguda e sua evolugéo, podendo ser utilizada para estabelecer parametros
e explorar o impacto dos diferentes agentes etiolégicos e outros fatores
envolvidos nas enfermidades de bezerros criados a campo (NIKUNEN et al.,
2007).

Contudo, dados do liquido peritoneal de bezerros jovens com estas
condicdes nao estdo disponiveis na literatura (BURTON et al., 1997) e os
valores de referéncia para os parametros do liquido peritoneal de bovinos
adultos clinicamente normais nao s&o apropriados para interpretar os
resultados obtidos na analise do liquido peritoneal de bezerros (ANDERSON et
al., 1995; MENDES et al., 2005).

A eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de soédio

(SDS-PAGE), permite identificar mais de 20 fracdes de proteinas, €
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relativamente simples de ser realizada a baixo custo, possibilitando a avaliagcado
de concentragdes séricas de proteinas, mesmo quando estas se encontram em
quantidades extremamente baixas (COYNE et al., 1990; FAGLIARI et al., 1998;
GORDON, 1975; WEBER; OSBORN, 1969). Esta técnica representa um dos
mais confiaveis métodos de identificagdo de proteinas plasmaticas (FAGLIARI
et al., 2006), mas até o presente momento, ndo foi empregada para determinar
alteragdes nas concentragbes de proteinas de fase aguda de bezerros

portadores de hérnia umbilical antes e apds a herniorrafia.

Assim, a finalidade deste estudo foi estabelecer, por meio da aplicagéo
da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), intervalos de
referéncia para as diferentes proteinas de fase aguda no plasma e no liquido
peritoneal de bezerros portadores de hérnia umbilical congénita antes e ap6s a
correcao cirurgica; determinar se a presenga de uma hérnia umbilical poderia
desencadear a producado destas proteinas da fase aguda em relagdo aos
bezerros normais, e tentar identificar se estas alteracdes nas concentragbes de
proteinas de fase aguda ocorrem mais precocemente no plasma ou no liquido
peritoneal. Foi avaliado também um possivel efeito das paracenteses seriadas
nos dados obtidos para os elementos do liquido peritoneal nos animais nao

portadores de hérnias umbilicais.

2.2 Materiais e Método
2.2.1 Animais

Vinte bezerros, da raga Holandesa, entre 3 e 7 meses de idade, de
ambos os sexos, foram divididos em 2 grupos: controle composto por 10
animais sadios e experimental composto por 10 animais com hérnias umbilicais
ndo complicadas. Todos os animais foram vermifugados com abamectina’
aplicada por via subcutanea, mantidos em pasto de capim tifton, receberam
agua ad libitum e ragao comercial no cocho. Os animais lactentes receberam 2

litros de leite duas vezes ao dia em mamadeiras, pela manha e no final da

! Agebendazol 15%, Agener Unido, Sdo Paulo, SP, Brasil
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tarde. Todos os animais foram avaliados clinicamente a cada colheita e
somente bezerros com valores normais de hemogramas foram incluidos nete

estudo.

Os animais foram submetidos a herniorrafia a céu aberto de acordo com
a técnica descrita por Rings (1995), e apds a cirurgia receberam antibiotico-
terapia com oxitetraciclina® de longa acéo (20mg/kg de peso vivo, a cada 48

horas, IM), durante 10 dias.

2.2.2 Colheita das amostras

Cada animal foi sedado com diazepam?® (0,05 mg/kg de peso vivo, V) e
xilazina* (0,05 mg/kg de peso vivo, IM) antes da paracentese (MENDES et al.,
2005). Todos os bezerros foram submetidos a colheita de liquido peritoneal de
acordo com a técnica previamente estabelecida por BURTON et al. (1997). As
amostras em duplicata de liquido peritoneal e sangue da veia jugular foram
colhidas em tubos a vacuo contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA)
nos momentos 0 (imediatamente antes da cirurgia), 1, 3, 5, 7 e 15 dias apés a
cirurgia. As amostras de sangue foram centrifugadas por 5 minutos a 10.000
giros por minuto sendo o plasma obtido, congelado.

A avaliacédo das proteinas de fase aguda encontradas no plasma e no
liquido peritoneal dos animais foi feita pelo método de eletroforese de proteinas
em gel de poliacrilamida a 10% (SDS-PAGE) e identificadas por seus
respectivos pesos moleculares com marcador de referéncia de 6.500 a 200.000

Da® ap6s coloragdo com azul de Comassie.

2.2.3 Eletroforese

Para a confecgdo dos diferentes géis foram utilizados produtos Sigma®.

2 Oxitetraciclina LA, Bayer, Sp, Brasil

3 Compaz, Pharmacon, Itapira, SP, Brasil
* Sedazine, Fort Dodge, SP, Brasil

5 Sigma Chemical Co, St Louis, Mo
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2.2.3.1 Gel de separagao

O gel de separagao a 10% consistiu de 11,3 mL de agua deionizada, de
5,6 mL de solugéo de Tris-HCL 2M, com o pH ajustado para 8,8, acrescido de
10 mL de solugao de Acrilamida/Bis (30%/2,6%), de 1,6 mL de Glicerol, de 0,6
mL de solugédo de EDTA 0,5M pH 8,3, e 0,6mL de solucdo de SDS 10%.
Foi polimerizado pela adigao de 230 uL de persulfato de aménio a 10% e 25 uL
de tetrametil-etilenodiamina (TEMED).

2.2.3.2 Gel de empilhamento

O gel de empilhamento a 4% consistiu de 3,95 mL de agua deionizada,
de 0,6 mL de solucdo Tris-HCI 0,617M, com pH ajustado para 6,8, acrescido
de 0,85 mL de solucdo de Acrilamida/Bis (30%/2,67%), de 300 uL de glicerol,
de 123 ul de EDTA 0,5M pH 8,3, e 123 ul de SDS 10%, e foi polimerizado pela
adicdo de 60 uL de persulfato de aménio 10% e 13 uL de TEMED.

2.2.3.3 Solugao tampao
A solugcdo de tampao concentrada 10 vezes consistiu de 63,29 de
trizma-base, 39,99 de glicina, e 10g de SDS e completado o volume com 1000

mL de agua destilada.

2.2.3.4 Amostras
2.2.3.4.1 Plasma

Foram utilizados 10 ul de amostra em um tubo de polipropileno* de 0,5
mL, adicionando-se 20 uL de tamp&o de amostra (10 mL de lauril sulfato de
sodio a 10%, 4 mL de EDTA 0,5M , 5 mL de triz-fosfato 0,617M (pH 6,8), 3 mL
de 2-mercaptoetanol, 10 mL de glicerol, 18 mL de agua deionizada e 5 mg de

azul de bromofenol) e 30 uL de solugéo tampao de fosfato salina (PBS).

2.2.3.4.2 Liquido peritoneal
Foram utilizados 15uL de amostra em tubos de polipropileno* aos quais

adicionou-se 20 uL de tampao de amostra e 30 uL de PBS.
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As amostras foram fervidas por 10 minutos para desnaturagdo das
proteinas e em seguida foram aplicadas ao gel. Foi utilizada uma cuba de
eletroforese® e 2 sistemas verticais de gel medindo 20cm x 15cm ligados a
fonte de energia’ programada a 20 mA enquanto as amostras estavam no gel
de empilhamento e aumentada para 30 mA quando as amostras chegavam ao

gel de separacgao.

2.2.3.5 Coloragao dos géis
Os géis foram corados durante 15 minutos em 200 mL de solugéo de
azul de Comassie 0,2% (Brilliant Blue R 250) a base de metanol (50%), acido

acético glacial (10%), agua (40%) e azul de Comassie (0,25%).

2.2.3.6 Descoloragao dos géis
Os géis foram descorados em uma solug¢do contendo 25% de metanol,
10% de acido acético glacial e 65% de agua destilada, até que o fundo do gel

ficasse completamente transparente.

2.2.3.7 Avaliacao das proteinas

As fracdes de proteinas de fase aguda foram identificadas utilizando-se
como referéncia um marcador de peso molecular® de 6.500 a 200.000 Daltons
e pela comparacdo com a mobilidade eletroforética da ceruloplasmina,
transferrina, albumina, haptoglobina e glicoproteina acida purificadas de
referéncia®. As proteinas amildide sérica A e proteina C reativa ndo foram
encontradas nas amostras deste estudo. As concentragcbes das fraghes

protéicas foram determinadas por um videodensitdmetro® computadorizado.

2.2.4 Andlise estatistica
A analise de variancia dos dados foi realizada para se determinar a

existéncia de diferencas significativas; dados nao paramétricos foram

% Cuba para eletroforese
" Power Pac 1000, Bio-Rad, UK
¥ Shimadzu CS-900, Shimadzu Corp. Kyoto, Japan
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analisados utilizando-se o teste de Friedman; diferengas entre medianas para
comparagdes multiplas entre os dias dentro de cada grupo foram comparadas
pelo teste de Dunn; o teste de Mann-Whitney foi realizado para se comparar
grupos no mesmo momento e o teste de Wilcoxon foi utilizado para avaliar se
houve diferenca entre as variaveis no plasma e no liquido peritoneal nos dois
grupos. O valor de P < 0,05 foi considerado significativo para todos os testes e
utilizou-se o programa GraphPad Instat V.3 (GraphPad Software Inc., San

Diego, USA) para tais analises.

2.3 Resultados

A concentracdo de ceruloplasmina no liquido peritoneal do grupo
operado no momento O (imediatamente anterior a cirurgia) ja se encontrava
aumentada em relacdo ao grupo controle e também no 1° e 5° dias apds a
cirurgia (Tabela 1). Porém, ndo houve diferenca estatisticamente significante
entre as concentragdes de ceruloplasmina no liquido peritoneal para os grupos
controle ou operado ao longo do tempo (Tabela 1). No plasma, ndo houve
diferenca estatisticamente significante da concentracdo de ceruloplasmina
entre os dois grupos de animais, nem dentro de cada grupo em nenhum dos
momentos avaliados (Tabela 1).

N&o houve diferenga estatisticamente significante nos valores de
transferrina no liquido peritoneal entre os grupos controle e experimental, nem
dentro do grupo controle ao longo do tempo (Tabela 2). No entanto, os animais
do grupo experimental apresentaram um aumento estatisticamente significante
da concentracdo de transferrina no liquido peritoneal 15 dias apds a cirurgia,
em relacdo ao seu valor basal (Tabela 2). A transferrina no plasma do grupo
experimental apresentou uma diminuigdo estatisticamente significante, 1 e 3
dias ap6s a cirurgia, em relacdo ao seu valor basal (Tabela 2). Ndo houve
diferenca estatisticamente significante nos momentos avaliados no plasma do
grupo controle, enquanto os animais do grupo experimental apresentaram
aumento estatisticamente significante da concentracdo de transferrina

plasmatica 15 dias ap6s a cirurgia em relagdo ao seu valor basal (Tabela 2).



32

A concentragao de albumina no liquido peritoneal do grupo experimental
também ja se encontrava significantemente aumentada (P<0,05) no momento 0
(imediatamente anterior a cirurgia) e de 1 a 7 dias ap6s a cirurgia em relacao
ao grupo controle (Tabela 3). Porém, dentro de cada grupo n&o houve
diferenca significante entre os valores de albumina ao longo do tempo (Tabela
3). Houve aumento estatisticamente significante da concentragéo de albumina
5 dias apoés a cirurgia em relagdo ao momento 15 dias apds a cirurgia (Tabela
3).

No plasma, a concentragdo de albumina do grupo experimental ja se
apresentou significantemente aumentada no momento 0 (imediatamente
anterior a cirurgia) e do terceiro ao 15° dia apds a cirurgia em relacdo aos
animais do grupo controle (Tabela 3). No grupo controle n&do houve diferenca
significante entre os valores de albumina ao longo do tempo (Tabela 3). Houve
diminuicao significante entre os valores de albumina plasmatica 5 dias ap6s a
cirurgia em relagdo ao 15° dia do pds-operatorio (Tabela 3).

No liquido peritoneal, ndo houve diferenga estatisticamente significante
dos valores de haptoglobina do grupo experimental em relacdo ao grupo
controle, nem dentro de cada grupo em nenhum dos momentos avaliados
(Tabela 4). Entretanto, a haptoglobina plasmatica nos animais do grupo
experimental ja se apresentava com valor significantemente mais baixo no
momento 0 (imediatamente anterior a cirurgia) e no 1°, 5 ° e 7 ° dias apés a
cirurgia, em relagdo ao grupo controle (Tabela 4). No entanto, dentro de cada
grupo nao houve diferenca significante da concentracdo de haptoglobina
plasmatica ao longo do tempo (Tabela 4).

As concentragdes de glicoproteina acida no liquido peritoneal do grupo
experimental apresentaram aumento significante 3 dias apds a cirurgia em
relacdo ao grupo controle. Porém, dentro de cada grupo nao houve diferenca
significante entre os valores de glicoproteina acida ao longo do tempo (Tabela
5). No plasma dos animais do grupo experimental, a glicoproteina &acida
apresentou diminuicao significante 7 e 15 dias apds a cirurgia em relacdo ao

grupo controle (Tabela 5). No entanto, dentro de cada grupo, ndo houve
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diferenca significante entre os valores plasmaticos de glicoproteina acida ao
longo do tempo (Tabela 5).

Quando foi realizada a comparag¢ao dos valores de proteinas de fase
aguda entre o liquido peritoneal e o plasma, constatou-se que nos animais do
grupo controle os valores de ceruloplasmina, transferrina, albumina e
haptoglobina no liquido peritoneal (Tabelas 1, 2, 3 e 4) foram signficativamente
menores que os valores plasmaticos em todos os momentos analisados. O
mesmo foi observado para as concentragbes de glicoproteina acida no liquido
peritoneal, exceto no ultimo momento de avaliagéo (Tabelas 5).

No grupo experimental, as concentracbes de ceruloplasmina,
transferrina e albumina no liquido peritoneal foram significativamente menores
que no plasma em todos os momentos avaliados (Tabelas 1, 2 e 3). Entretanto
a concentracado de haptoglobina peritoneal nos animais do grupo experimental
foi significativamente menor que a concentracdo plasmatica no terceiro e no
15° dia apés a cirurgia (Tabelas 4), e a concentragao de glicoproteina acida no
liquido peritoneal foi significativamente menor que a plasmatica no momento 0
(imediatamente anterior a cirurgia) e no 15° dia apds a cirurgia (Tabelas 5).

Ndo se observou alteragdo estatisticamente significante nas
concentragbes de ceruloplasmina, transferrina, albumina, haptoglobina e
glicoproteina acida nos animais do grupo controle, submetidos a paracenteses

seriadas.
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Tabela 1 — Valores (medianas, valor minimo e maximo) das concentra¢des de
ceruloplasmina (mg/dL) no liquido peritoneal e plasma de bezerros normais
(grupo controle =C) e bezerros submetidos a herniorrafia (grupo experimental =
E)

Ceruloplasmina no liquido peritoneal (mg/dL)

Momentos (dias)

Grupo 0 1 3 5 7 15

C 0,95° 1,20° 1,20 1,608 1,79 1,80
(0,17 — 8,40) (0,50 -3,00) | (0,30-3,70) | (0,50 -5,10) | (0,40 -4,00) | (0,50 -4,40)

E 2,52" 3,15% 3,00 3,867" 3,75 2,46
(0,20 -4,00) (1,28 -8,60) | (0,32 -6,50) | (0,90 -6,00) | (0,50-6,60) | (1,10 -3,80)

Ceruloplasmina plasmatica (mg/dL)

Momentos (dias)

Grupo 0 1 3 5 7 15

6,52 6,01* 6,51* 7,57* 8,25* 7,89*
(1,20 -13,70) | (2,10-13,87) | 0,40-10,64) | (2,10 -12,00) | (0,70 -17,00) | (5,96 -10,65)

E 5,75" 5,85" 5,20" 7,00% 10,75" 10,41*
(1,90 -23,10) | (2,30 -14,20) | (2,00-12,4) | (2,00-17,00) | (3,40 -23,00) | (5,30 -17,40)

Letras minusculas na linha diferem entre si (teste de Dunn, P< 0,05).

Letras maiusculas na coluna diferem entre si (teste de Mann-Whitney, P < 0,05).

* Diferente do Liquido peritoneal no grupo controle (teste de Wilcoxon, P < 0,05).

# Diferente do Liquido peritoneal no grupo experimental (teste de Wilcoxon, P < 0,05).
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Tabela 2 — Valores (medianas, valor minimo e maximo) das concentragbes de
transferrina (mg/dL) no liquido peritoneal e plasma de bezerros
normais (grupo controle = C) e bezerros submetidos a herniorrafia

(grupo experimental = E)

Transferrina no liquido peritoneal (mg/dL)

Momentos (dias)

Grupo 0 1 3 5 7 15
C 7,25 8,25 6,10 7,20 7,30 11,00
(3,00 -14,50) | (2,60-17,9) | (1,90-19,00) | (1,75-35,00) | (2,20 -21,30) | (5,00 -24,00)
E 6,50° 12,52 11,75 10,65 8,05 15,362
(2,60 -28,00) | (4,80 -27,40) | (4,70 -26,30) | (4,80 -25,00) | (1,50 -31,00) | (4,30 -30,80)
Transferrina plasmatica (mg/dL)
Momentos (dias)
Grupos 0 1 3 5 7 15
o 36,35 37,58"™ 39,07 41,78* 40,89* 37,88%
(1,43-52,50) | (30,41-53,00) | (24,51-73,00) | (17,50 -64,00) | (21,82 -91,00) | (28,91 -58,12)
E b# bB# bB# b# # aA#
21,60 25,95 23,9 20,3 25,35 48,23
(8,80-59,00) | (10,70, 53,30) | (9,10,60,20) | (8,60,49,90) | (9,51, 55,00) (31,70 -76,3)

Letras minusculas na linha diferem entre si (teste de Dunn, P< 0,05).
Letras maiusculas na coluna diferem entre si (teste de Mann-Whitney, P < 0,05).
* Diferente do Liquido peritoneal no grupo controle (teste de Wilcoxon, P < 0,05).
# Diferente do Liquido peritoneal no grupo experimental (teste de Wilcoxon, P < 0,05).
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Tabela 3 — Valores (medianas, valor minimo e maximo) das concentragdes de

albumina (g/dL) no liquido peritoneal e plasma de bezerros normais
(grupo controle = C) e bezerros submetidos a herniorrafia (grupo

experimenta = E)

Albumina no liquido peritoneal (g/dL)

Momentos (dias)

Grupos 0 1 3 5 7 15
c 0,70° 1,02 0,99° 0,98° 0,65° 1,03
(0,36 -1,27) | (0,29-1,88) | (0,20-1,43) | (0,53-2,28) | (0,48-1,35) | (0,62 -1,96)
E 1,99" 1,82% 1,95% 2,124 1,30% 1,31°
(0,73-4,75) | (1,31-3,24) | (0,87 -2,81) | (0,57-2,94) | (0,56 -2,33) | (0,74 -2,12)
Albumina plasmatica (g/dL)
Momentos (dias)
Grupos 0 1 3 5 7 15
3,515 3,78 3,525 3,425 3,09% 3,54°
C (1,77 -4,87) | (2,56 -4,71) | (2,16 -4,89) | (2,36 -4,51) | (2,66-6,14) | (3,01-3,95)
E 4,44% 4,32* 4,59 4,09°% 4,77 4,92%%*
(3,89 -4,79) | (3,24-5,43) | (3,36-5,63) | (3,28-5,37) | (3,54-6,80) | (3,89-7,33)

Letras minusculas na linha diferem entre si (teste de Dunn, P< 0,05).
Letras maiusculas na coluna diferem entre si (teste de Mann-Whitney, P < 0,05).
* Diferente do Liquido peritoneal no grupo controle (teste de Wilcoxon, P < 0,05).
# Diferente do Liquido peritoneal no grupo experimental (teste de Wilcoxon, P < 0,05).
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Tabela 4 — Valores (medianas, valor minimo e maximo) da haptoglobina
(mg/dL) no liquido peritoneal e plasma de bezerros normais (grupo

controle

experimental = E)

C) e bezerros submetidos a herniorrafia (grupo

Haptoglobina no liquido peritoneal (mg/dL)

Momentos (dias)

Grupos 0 1 3 5 7 15
C 0,45 0,50 0,60 0,70 0,50 0,60
(0,20-1,90) | (0,10-2,40) | (9,10-1,80) | (0,40-1,60) | (0,10-0,70) | (0,30 -0,80)
E 0,67 0,65 0,45 0,90 0,45 0,54
(0,09-16,00) | (0,10-2,90) | (0,10-2,70) | (0,10 -21,0) | (0,20 -1,80) | (0,20 -1,20)
Haptoglobina plasmatica (mg/dL)
Momentos (dias)
Grupos 0 1 3 5 7 15
C 2,35™ 2,30™ 2,79* 2,71% 2,89™ 2,06*
(0,19 -5,60) | (1,20-10,70) | (0,90-9,30) | (1,00-9,00) | (1,89-7,00) | (1,63 -2,56)
£ 0,96° 1,35° 1,35" 1,37° 1,04° 1,70*
(0,40 2,50) | (0,44 -2,40) | (0,44-3,90) | (0,55-2,30) | (0,60-2,00) | (1,00 -2,80)

Letras minusculas na linha diferem entre si (teste de Dunn, P< 0,05).
Letras mailsculas na coluna diferem entre si (teste de Mann-Whitney, P < 0,05).
* Diferente do Liquido peritoneal no grupo controle (teste de Wilcoxon, P < 0,05).
# Diferente do Liquido peritoneal no grupo experimental (teste de Wilcoxon, P < 0,05).
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Tabela 5 — Valores das medianas, valor minimo e maximo, da glicoproteina
acida (mg/dL) no liquido peritoneal de bezerros normais (grupo
C) e bezerros submetidos a herniorrafia (grupo
experimental = E)

controle

Glicoproteina acida no liquido peritoneal (mg/dL)

Momentos (dias)

Grupo 0 1 3 5 7 15
C 0,30 0,40 0,20° 0,60 0,35 1,75
(0,03-0,90) | (0,05-3,90) | (0,08-0,50) | (0,10-1,80) | (0,10-1,60) | (0,10 -2,40)
E 0,55 0,81 0,75" 0,80 1,00 0,54
(0,10-0,90) | (0,20-1,90) | (0,16-3,40) | (0,10-8,10) | (0,10-7,00) | (0,20 -0,80)
Glicoproteina acida plasmatica (mg/dL)
Momentos (dias)
Grupo 0 1 3 5 7 15
c 1,60* 1,83* 1,53* 1,45* 2,93 1,99*
(0,73-9,90) | (0,88 -4,40) | (0,82-3,40) | (0,50-6,70) | (0,60 -11,10) | (0,89 -3,83)
E 1,20" 0,81 0,55 0,67 0,80° 1,16%*
(0,20 -4,50) | (0,30-3,40) | (0,17 -2,97) | (0,20 -2,40) | (0,30-2,29) | (0,24 -2,39)

Letras minusculas na linha diferem entre si (teste de Dunn, P< 0,05).
Letras mailsculas na coluna diferem entre si (teste de Mann-Whitney, P < 0,05).
* Diferente do Liquido peritoneal no grupo controle (teste de Wilcoxon, P < 0,05).
# Diferente do Liquido peritoneal no grupo experimental (teste de Wilcoxon, P < 0,05.
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2.4 Discusséao

Os animais com hérnias umbilicais apresentaram alteragbes nas
concentragbes da produgdo de proteinas de fase aguda tanto no plasma
(transferrina e albumina) como no liquido peritoneal (ceruloplasmina,
transferrrina, albumina e glicoproteina acida), que caracterizam a fase inicial da
inflamacgéo aguda (COLLINS, 2000).

A analise do liquido peritoneal traz informagdes importantes sobre as
condi¢des inflamatérias da cavidade abdominal (ANDERSON et al.,, 1995).
Estudos prévios mostram que valores de proteinas totais no liquido peritoneal
de bezerros podem ser mais baixos que os valores apresentados por animais
adultos, o que também foi observado neste estudo tanto nos animais sadios
quanto nos com hérnias umbilicais e refor¢ca a proposicao de que os valores de
referéncia estabelecidos para os animais adultos ndo seriam apropriados para
analisar-se comparativamente em animais jovens (ANDERSON et al., 1995;
BURTON et al., 1997; MENDES et al., 2005).

Os valores de proteinas de fase aguda encontrados no grupo controle
mantiveram-se dentro da faixa de normalidade, o que era esperado, ja que os
animais deste grupo estavam sadios e tiveram um estimulo inflamatério minimo
desencadeado pelas paracenteses seriadas.

As concentragbes aumentadas de ceruloplasmina no liquido peritoneal
nos animais do grupo experimental antes da cirurgia mostram que a presenca
da hérnia umbilical por si s6 poderia desenvolver um processo inflamatério
local, pelas alteragdes anatébmicas, circulatorias e de permeabilidade vascular
que podem ocorrer no saco herniario e nas estruturas envolvidas, que
poderiam ainda se apresentar de forma encarcerada ou nao (FIELD, 1988;
VOERMANS et al., 2004).

A producao desta proteina pode ter sido estimulada pela producdo de
citocinas pré-inflamatérias que estimulam células inflamatérias a produzirem
outras citocinas (BAUMANN; GAULDIE, 1994) no local da hérnia. Ja os
aumentos estatisticamente significantes no 1° e 5° dias apds a cirurgia, no

liquido peritoneal, mostram que o processo inflamatério estabelecido pela
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cirurgia pode fazer com que essa proteina de fase aguda aumente rapidamente
nesse compartimento devido ao estimulo cirdrgico e as alteragbes de
permeabilidade vascular determinadas pelo processo inflamatério na cavidade
abdominal, estimulando a producdo e atraindo as PFAs para este
compartimento (BAUMANN; GAULDIE, 1994; GRUYS et al., 1994). Mudancgas
importantes nas concentragdes plasmaticas de proteinas de fase aguda
desencadeadas por processos inflamatérios no periodo pés—cirurgico em
bovinos adultos ja foram relatadas (GANHEIM et al., 2007, HORADAGODA et
al., 1999).

Os resultados também estdo de acordo com aqueles encontrados em
caes, apds procedimento cirurgico de enxerto de aorta, em que 0s animais
apresentaram niveis plasmaticos de ceruloplasmina aumentados em 24 horas
(CONNER et al., 1988), em decorréncia do estimulo cirurgico. Porém, em
nosso estudo, o liquido peritoneal mostrou mais precocemente o aumento
desta proteina, pelo foco inflamatério estar presente na cavidade abdominal.
Foi também observado que os valores da ceruloplasmina plasmatica estao
proporcionalmente relacionados ao volume e tamanho da lesédo tecidual em
humanos, mas as razdes para tal ainda ndo estdo completamente esclarecidas
(STAHL, 1987). A incisao cirurgica a que os animais deste estudo foram
submetidos foi pequena, porém responsavel por um processo inflamatoério
local, que estimulou a producé&o da ceruloplasmina na cavidade abdominal.

Em eqlinos acometidos por abddbmen agudo, a ceruloplasmina
apresentou aumento estatisticamente significante no plasma em relagéo ao
grupo controle (FAGLIARI; SILVA, 2002), a semelhang¢a dos nossos resultados
entre os grupos controle e experimental no liquido peritoneal, devido as
alteragdes inflamatédrias responsivas ao estimulo cirurgico, ja que o aumento da
permeabilidade vascular e quimiotaxia devem ter estimulado a atragdo dessa
proteina para a cavidade abdominal para restabelecimento da homeostase
(COLLINS, 2000). Isso também justifica o fato da alteracdo da concentracao

desta proteina ter se apresentado mais precocemente no liquido peritoneal.
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A transferrina é reconhecidamente uma proteina de fase aguda negativa
(GRUYS et al., 1994), e ndo deve aumentar nas fases agudas da inflamacéo,
resultado apresentado no presente estudo em que o aumento significativo da
concentragcéo desta proteina ocorreu no 15° dia ap6s a cirurgia, tanto no liquido
peritoneal quanto no plasma, quando o processo inflamatério agudo ja estava
resolvido e a incisao cirurgica cicatrizada.

Por ser uma proteina relacionada ao transporte de ferro no sangue,
quando ndo esta ligada ao ferro, a presenca de ferro livre pode predispor o
animal a multiplicacao bacteriana (RATLEDGE; DOVER, 2000), podendo ser
um indicador de complicagdes pos-cirurgicas. O fato dos animais deste estudo
nao apresentarem alteragdes significantes das concentragbes de transferrina
durante os primeiros 7 dias da inflamacao no liquido peritoneal e ainda terem
apresentado diminuigdo estatisticamente significante em relacdo ao grupo
controle, pode estar relacionado a auséncia de infeccao local ou sistémica
antes ou apds o procedimento cirurgico devido a instituicdo de antibibtico-
terapia preventiva. Os animais deste estudo também n&o apresentaram
hemorragia durante o procedimento cirdrgico, o que também poderia
disponibilizar o ferro, favorecendo possiveis infec¢des bacterianas secundarias.

Os resultados observados por Gruys et al. (1994) mostraram que a
transferrina ndo deveria aumentar em processos inflamatérios sem infeccéo,
porém discordam do presente estudo em que foi observado um aumento da
concentracdo de transferrina no 15° dia apdés a cirurgia tanto no liquido
peritoneal quanto no plasma, em relacdo ao grupo controle, mesmo na
auséncia de infecgao.

A albumina também é considerada uma proteina de fase aguda negativa
(GRUYS et al., 1994), e n&do deveria aumentar na inflamacado aguda. Porém,
sua concentragao ja aumentada antes da cirurgia nos animais portadores de
hérnia umbilical tanto no liquido peritoneal quanto no plasma, sugere que as
alteragdes locais de permeabilidade vascular e estimulos quimiotateis do
processo inflamatério local (COLLINS, 2000) estabelecido pela presenca da

hérnia, podem ter estimulado a produgédo desta proteina nos animais neste
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estudo. Por outro lado, o processo inflamatério minimo que poderia ser
desencadeado pelas paracenteses seriadas nao foi suficiente para aumentar a
concentracdo desta proteina no liquido peritoneal e no plasma dos animais
sadios, mostrando que sua producdo foi elevada pelo estimulo inflamatério
desencadeado pela cirurgia.

O fato da albumina no liquido peritoneal estar aumentada no 5° dia e no
plasma no 15° dia, mostrou que o estimulo inflamat6rio cirdrgico elevou a
concentracdo de albumina de maneira significante dentro do grupo
experimental. O aumento da albumina no liquido peritoneal coincidindo com a
sua diminuigdo no plasma, no mesmo momento (5° dia), sugere que esta
proteina extravasou do leito vascular para a cavidade abdominal durante a fase
aguda do processo inflamatoério pds-cirurgico e o inverso, observado no 15° dia,
indica a resolugéo deste processo inflamatorio local.

Em um recente estudo, vacas com problemas obstétricos apresentaram
valores de albumina plasmaticos muito maiores do que vacas com problemas
abdominais, e estas tiveram diminuigdo significante nos niveis de albumina
plasmatica apo6s intervengdes cirurgicas (HIRVONEN; PYORALA, 1998),
sugerindo que intervengdes abdominais podem nao ser um estimulo importante
para o aumento da concentragao de albumina nos animais adultos.

A haptoglobina, embora seja a principal proteina de fase aguda em
bovinos (ECKERSALL; CONNER, 1988), n&o apresentou alteracbes
estatisticamente significantes neste estudo no plasma ou no liquido peritoneal
no grupo experimental, o que poderia ser uma caracteristica da faixa etaria,
associada ao tipo de inflamag&o. Um estudo mostrou que vacas submetidas a
cirurgia cesareana nao apresentaram aumentos = significativos das
concentragcbes de haptoglobina plasmatica e aumentos significativos,
observados em animais com distocia, ndo foram observados antes do 5° dia
pos-cirurgico (SCHONFELDER et al., 2005).

Em um estudo com equinos acometidos por abdémen agudo foi
demonstrado que a haptoglobina foi a proteina com menor percentual de

aumento no grupo controle, e nos animais acometidos por abdémen agudo
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houve aumento significativo relacionado aos transtornos metabdlicos e n&do ao
procedimento cirargico (FAGLIARI; SILVA, 2002). Os resultados aqui
apresentados foram semelhantes ao referido estudo uma vez que alteracdes
estatisticamente significantes n&o foram observadas dentro dos grupos e os
animais nao apresentavam alteracbes metabdlicas importantes previamente a
cirurgia que pudessem estimular a producédo de haptoglobina, sendo pelo
processo inflamatorio.

Em um estudo com vacas apresentando problemas abdominais tratados
cirurgicamente, notou-se que os valores pré-operatérios de haptoglobina no
plasma de animais com reticuloperitonite traumatica foram significantemente
altos e tiveram um pequeno aumento em seus valores apds a cirurgia,
mostrando que um processo infeccioso pode estimular mais intensamente a
resposta de fase aguda do que um estimulo cirurgico (HIRVONEN; PYORALA,
1998), o que poderia explicar os resultados aqui observados em relacéo a
haptoglobina, que ndo apresentou valores significantemente aumentados apés
o estimulo cirurgico.

Foi demonstrado também que a haptoglobina pode ser utilizada para
monitorar complicagcbes em bovinos apds a cirurgia, mas €& aconselhavel
comparar os valores pré-operatérios e pos-operatorios, porque muitos animais
com outros problemas abdominais demonstraram valores de haptoglobina
aumentados (HIRVONEN; PYORALA, 1998). No presente estudo, os valores
plasmaticos de haptoglobina no grupo experimental foram mais baixos que nos
animais do grupo controle. A alteracdo das concentragdes plasmaticas de
haptoglobina em relagédo ao liquido peritoneal indica que foi detectada no
plasma a mudanga na concentragao desta proteina de fase aguda. Porém néao
foi detectada no liquido peritoneal, mostrando que nado houve extravasamento
desta proteina para este compartimento.

Em bovinos submetidos a infecgdo experimental, a produgdo maxima de
haptoglobina no plasma foi observada no 6° e 7° dias ap6s a inoculagédo do
virus respiratério sincicial (HEEGARD et al., 2000). No presente estudo, os

animais do grupo experimental ndo apresentaram nenhum tipo de processo
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infeccioso e esperava-se que houvesse aumentos significativos das
concentragbes de haptoglobina que fosse devido a inflamagédo decorrente do
ato cirurgico, o que nao ocorreu, havendo ainda diminuicéo significativa dessa
proteina no grupo experimental, sugerindo que a haptoglobina pode ter um
comportamento diferente no plasma e liquido peritoneal em bezerros em
relacdo aos bovinos adultos. Isso mostra que o estimulo desencadeado pela
incisdo cirurgica nao estimulou a producao desta proteina neste estudo, o que
pode estar relacionado a idade dos animais (BURTON et al., 1997) e ao
estimulo cirargico e também, por ndo haver infecgdo no local da inciséo.

Apesar da haptoglobina ser considerada um indicador util de progndstico
no restabelecimento da homeostase em bovinos e caninos (ECKERSALL;
CONNER, 1988) e por estar relacionada também a atividade imunossupressora
(MURATA; MIYAMOTO, 1993), Skinner et al. (1991) ndo observaram nenhuma
correlacao entre as concentracdes de haptoglobina e prognéstico, porém tem
sido, relacionada a severidade da infecgao.

A concentracdo de haptoglobina observada nos bezerros com hérnia foi
diferente das ja relatadas, ja que na inflamacdo aguda esperava-se que
houvesse aumento significativo, concordando com estudos que mostram que a
mensuragao de haptoglobina fornece informagdes mais importante referentes a
condi¢bes infecciosas e inflamatorias cronicas do que as inflamatorias agudas
em ruminantes (CONNER et al., 1989; KENT, 1992).

A funcdo exata fisiolégica da glicoproteina &acida ainda néo esta
totalmente estabelecida (HIRVONEN, 2000), porém sabe-se que ela suprime a
blastogénense de linfécitos, possui propriedades imunossupressoras em
bovinos (MOTOI et al., 1992; SATO et al., 1995) e também esta envolvida no
reparo, cicatrizagao e agregacao plaquetaria (THOMPSON et al., 1992).

O aumento significativo observado no liquido peritoneal do grupo
experimental pode estar relacionado ao processo de cicatrizagdo da inciséo
cirurgica, ja que nao houve processo infeccioso associado. Foi observado
também, em estudo com humanos e camundongos, que a glicoproteina acida

inibe o rolamento, marginacdo e ades&o leucocitaria ao endotélio da
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microvascularizacdo mesentérica (MESTRINER et al., 2007), e apresentou-se
aumentada no soro de pacientes humanos com sepse (BRINKMAN et al.,
1996). No presente estudo, o aumento significante da glicoproteina acida
ocorreu no 3° dia apds a cirurgia, sem aumentos significativos porteriores.
Como os animais nao apresentaram infecgdo, néao houve estimulo a produgéo
posterior desta proteina.

O perfil de aumento da concentracdo da glicoproteina acida foi
substancialmente diferente das outras proteinas de fase aguda com um
aumento mais gradual, seguido de um lento declinio nas concentragdes
plasmaticas, dando suporte ao conceito de que o aumento de glicoproteina
acida pode ser um biomarcador de processos infecciosos crénicos em ovinos
(ECKERSALL et al., 2007). No presente estudo, o processo inflamatério agudo
presente durante a cirurgia ou também a pouca idade dos animais, pode ter
desencadeado uma resposta inflamatéria diferente de animais adultos e
relagcédo as proteinas de fase aguda.

Em humanos submetidos a cirurgia de vértebras lombares, as
concentragdes séricas de glicoproteina acida apresentaram aumento continuo
do 1° ao 7° dia pds-cirurgico mesmo na presenca de agentes anti inflamatorios
(MUNOZ et al., 2004). Foi observado que a glicoproteina acida teve uma
resposta moderada a relativamente pequena a injuria tecidual em bovinos
(CONNER et al., 1988) e que traumas musculares induzem fortemente a
producao desta proteina no soro (HIRVONEN, 2000), o que mostra que este
estudo pode sugerir que o estimulo a producdo desta proteina pode ser devido
a incisdo da linha alba durante a cirurgia e posterior processo cicatricial

instalado.

2.5 Concluséo

2.5.1 Foram determinados intervalos de referéncia para a ceruloplasmina,
transferrina, albumina, haptoglobina e glicoproteina acida no plasma e no
liquido peritoneal de bezerros portadores de hérnias umbilicais congénitas

antes e apos a herniorrafia.
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2.5.2 Os aumentos da ceruloplasmina e da albumina no plasma e no liquido
peritoneal antes da cirurgia mostraram que a produgédo dessas proteinas foi
estimulada pela presenca da hérnia.

253 O aumento das concentracbes de ceruloplasmina, albumina e
glicoproteina acida ocorreram primeiro no liquido peritoneal do que no plasma,
mostrando que a alteragc&o ocorreu mais precocemente neste compartimento.
2.5.4 A haptoglobina ndo parece ser um bom marcador de resposta aguda
apos a cirurgia em bezerros jovens.

255 As paracenteses seriadas n&o causaram estimulo inflamatério
significativo para alterar a concentracédo das proteinas de fase aguda na

cavidade abdominal de bezerros normais.
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