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“ANALISE MULTIVARIADA DO LEUCOGRAMA E DA RESPOSTA DE FASE AGUDA
EM EQUINOS ACOMETIDOS POR SINDROME COLICA NATURAL OU
EXPERIMENTAL”

RESUMO - As proteinas de fase aguda séo glicoproteinas sintetizadas pelos hepatécitos
e surgem precocemente na circulacdo sanguinea durante processos inflamatorios.
Assim, o estudo objetivou identificar, diferenciar, quantificar, avaliar e comparar as
proteinas séricas de fase aguda em equinos com coélica de ocorréncia natural e
naqueles submetidos a obstrucdo intestinal experimental e correlaciona-las com o
leucograma destes animais. Utilizaram-se 27 equinos adultos, 12 animais atendidos
junto ao Hospital Veterinario "Governador Laudo Natel" (FCAV/Unesp) no periodo de
julho de 2010 a julho de 2013 para tratamento de abdémen agudo, sobreviventes ou
nao, e 15 animais submetidos a obstrucdo intestinal experimental de intestino delgado
ou grosso. Foram colhidas amostras de sangue total com anticoagulante, para
realizacdo do leucograma, e sem anticoagulante para realizacdo do eletroforetograma
em SDS-PAGE imediatamente antes da laparotomia (MO0), apdés o procedimento
cirargico (M1) e, diariamente, até o sétimo dia pés-operatdrio, com excecao do sexto dia
(M2, M3, M4, M5, M6 e M7). Para analise dos dados utilizou-se o método estatistico
multivariado com analise de fatores. Os equinos com cdlica natural apresentaram
padrdo de resposta inflamatéria mais intensa que os equinos submetidos a obstrucao
experimental. Os equinos submetidos a obstrucdo experimental apresentaram, ainda,
resposta inflamatoria ao modelo de obstrucdo instituido. As proteinas de fase aguda
tiveram maior participagdo na variabilidade da resposta inflamatoria que o leucograma
e, somente quando avaliou-se a influéncia do tempo em cada grupo, observou-se
correlacdo entre as proteinas de fase aguda e o leucograma. As proteinas de fase
aguda alfa-1 glicoproteina &cida, haptoglobina e ceruloplasmina mostraram-se
eficientes marcadores da resposta inflamatéria e suas alteragcdes podem ser utilizadas
como indicadores prognosticos e do tempo de evolucdo de abddémen agudo em
equinos.

Palavras-chave: abddémen agudo, eletroforese, cavalos, proteinas de fase aguda,
leucograma
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“MULTIVARIATE STATISTICAL ANALYSIS OF LEUKON COUNT AND ACUTE
PHASE RESPONSE IN HORSES SUFFERING FROM NATURAL OR
EXPERIMENTAL COLICS”

SUMMARY - The acute phase proteins are glycoproteins synthesized by hepatocytes
and appear early in the bloodstream during inflammatory processes. The study aimed to
identify, differentiate, measure, evaluate and compare the acute phase serum proteins
in horses with naturally occurring colics and those undergoing experimental intestinal
obstruction and correlate them with the leukon count in these animals. From the 27 adult
horses studied 12 were treated in the Veterinary Hospital "Governor Laudo Natel"
(FCAV / UNESP) from July 2010 to July 2013 for acute abdomen, survivors or not, and
15 animals were subjected to experimental small or large intestinal obstruction. Samples
were obtained from whole blood with anticoagulant, to perform the WBC, and without
anticoagulant to perform the SDS-PAGE electrophoretogram immediately before
laparotomy (MO), after surgery (M1), and daily until the seventh day after surgery,
except the sixth day (M2, M3, M4, M5, M6 and M7). For data analysis the multivariate
statistical method with exploratory factor analysis was used. The horses with naturally
occurringg colic showed intense inflammatory patterns that horses undergoing
experimental intestinal obstruction. The horses undergoing experimental intestinal
obstruction had also inflammatory obstruction established the model. The acute phase
proteins had greater participation in the variability of the inflammatory response than the
WBC and only when the influence of time in each group was evaluated there was a
correlation between acute phase proteins and WBC. The acute phase protein alpha 1-
acid glycoprotein, haptoglobin and ceruloplasmin were effective markers of the
inflammatory response and its changes can be used as prognostic and time course
indicators of acute abdomen in horses.

Keywords: acute abdomen, electrophoresis, horses, acute phase proteins, leukon

count
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1. INTRODUCAO

O paciente equino responde aos distarbios gastrintestinais e aos traumas
cirdrgicos associados a laparotomia através de modificacbes celulares, teciduais e
sistémicas. Estas modificacdes incluem alteracdo no numero, estrutura e funcdo das
células sanguineas, desenvolvimento de processos inflamatérios peritoneais e aumento
na concentracdo das proteinas de fase aguda (EURELL et al, 1993).

A resposta de fase aguda € considerada um processo dinamico envolvendo
mudancas metabdlicas e sistémicas, como febre e leucocitose (TAKIGUCHI et al, 1990;
GODSON et al, 1996), que constituem mecanismos de defesa ndo especificos e
precoces contra insultos, até que a imunidade especifica seja deflagrada (CERON et al,
2005; CARAPETO et al, 2006; JACOBSEN, 2007). Trata-se de uma fase da defesa
organica que inclui mudancas na concentracdo das proteinas de fase aguda (PFA).

Na clinica, os métodos de deteccdo de PFA tém auxiliado o diagnéstico de
processos inflamatoérios. Alguns trabalhos comparativos sugerem que as PFA sdo mais
sensiveis para deteccdo de processos inflamatérios e infecciosos do que a analise
hematoldgica (JAIN, 1993).

O eletroforetograma representa um dos mais confiaveis métodos de identificagédo
de proteinas aportando informacdes sobre elevacdes e decréscimos nas concentracoes
séricas das diferentes fracdes protéicas. Embora as altera¢cdes nos padrdes das fracbes
protéicas ndo sejam caracteristicas de uma doenca, em particular, podem trazer
importantes informacdes diagnosticas, quando usadas em conjunto com outros
achados clinico-patolégicos (THOMAS, 2000).

2. REVISAO DA LITERATURA

Como decorréncia de uma injdria, trauma ou infeccdo de um tecido desenvolve-
se no hospedeiro uma série complexa de reacdes metabdlicas e sistémicas,
denominada resposta de fase aguda. A resposta de fase aguda é considerada um

processo dinamico envolvendo mudancas metabdlicas e sistémicas que constituem



mecanismos de defesa ndo especificos e precoces contra insultos até que a imunidade
especifica seja deflagrada (CERON et al., 2005; CARAPETO et al., 2006; JACOBSEN,
2007). Trata-se de uma fase da defesa organica que inclui liberacdo de um amplo
espectro de mediadores por parte dos macrofagos teciduais, mondcitos e linfécitos
sanguineos, dentre os quais o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e as interleucinas
IL-1 e IL-6, principais mediadores da sintese das proteinas de fase aguda (PFA),
mudancas na concentracdo das PFA, e, ndo menos importante, variagdo na contagem
de leucadcitos, como uma das respostas mais comuns a inflamacéo (FAZIO et al, 2010).

As PFA séo glicoproteinas sintetizadas pelos hepatécitos (JACOBSEN, 2007) e
podem ser classificadas em negativas, como a albumina e a transferrina, cujos niveis
séricos tendem a decrescer em condi¢des inflamatorias, e em positivas, como alfa 1-
glicoproteina acida, amiléide A sérica, haptoglobina e ceruloplasmina. Também é
importante considerar que as PFA se subfracionam, de acordo com seu peso molecular
e densidade de cargas, em cadeias alfa (a), beta (R) e gama (y) (MURATA et al, 2004;
PETERSEN et al, 2004; CERON et al. 2005). O interesse por tais proteinas se
fundamenta no seu potencial uso como indicadoras precoces e confiaveis da presenca,
grau e tempo de evolucdo de alguma forma de doenca inflamatéria ou inflamacéao,
incluindo doencas malignas (MURATA et al, 2004; VANDENPLAS et al, 2005;
JACOBSEN et al, 2006).

Na espécie equina, a Amiloide A sérica (SAA) é considerada a PFA mais
sensivel, mudando suas concentracdes sericas rapidamente perante um dano tecidual
ou inflamac&o aguda (CYWINSKA et al, 2010). A Haptoglobina (Hp), por sua vez, esta
relacionada a modulag&o da funcéo dos linfocitos e macréfagos, e, sua concentracéo se
eleva em processos inflamatérios agudos, estresse e, as vezes, durante processos
neoplasicos recentes. Em equinos, o0 aumento sérico desta proteina foi observado apés
procedimentos cirdrgicos, processos inflamatérios experimentais, bem como durante
doencas naturais (MURATA et al, 2004).

A Ceruloplasmina (Cp) aumenta significativamente apds processos inflamatérios,
infecciosos, virais e parasitarios, enquanto que sua diminuicdo € observada ao

nascimento, desnutricdo, deficiéncia na absor¢cdo de nutrientes, nefrose e moléstias



hepéticas associadas a intoxicacdo de cobre. A aj-glicoproteina acida (AGP) é uma
proteina que participa fundamentalmente, ligando-se a maioria das drogas béasicas, tais
como agentes bloqueadores e antiarritmicos (JAIN, 1993).

A sindrome colica é uma das principais causas de urgéncia cirirgica em equinos.
Apesar dos avangos nos métodos de diagndstico, nas técnicas anestésicas e cirargicas,
e na terapia pOs-operatoria, a taxa de morbimortalidade permanece elevada.
Considera-se que as alteracfes intestinais favorecam a passagem de bactérias e
toxinas do limen intestinal para a corrente sanguinea, contribuindo para a manifestacéo
de sinais sistémicos, tais como o choque séptico em equinos (WEISS et al, 1997). Nos
casos de célica natural, devido a grande variabilidade no tempo de evolucao e na forma
de tratamento, é frequente o desenvolvimento de processos inflamatorios e infecciosos
(EURELL et al, 1993; VANDENPLAS et al, 2005).

DI FILIPPO et al (2009), avaliando alteracdes hemogasomeétricas em equinos
com colica, observaram que as alteracdes metabdlicas verificadas ndo sao capazes de
predizer o diagndéstico de obstrucbes intestinais especificas em equinos com cdlica,
entretanto, auxiliam no progndstico, visto que se relacionam diretamente com a
precocidade do distirbio gastrintestinal. De outra parte, nas situacbes de célica
experimentalmente induzida, o tempo de evolugao e o nimero de intervencdes sao pré-
estabelecidos e, os processos inflamatorios e infecciosos sdo desencadeados, na
maioria das vezes, apenas pelo trauma cirargico. Tal assertiva encontra ressonancia
nos resultados relatados por FALEIROS (2003), cujos aumentos nas atividades do TNF-
a no soro sanguineo e liquido peritoneal de equinos, submetidos a obstrucéo intestinal
experimental, foram atribuidos ao reflexo da resposta inflamatoria decorrente dos
procedimentos cirdrgicos obstrutivos e da manipulagdo visceral, instituidos na
consecucdo do modelo experimental.

O desencadeamento do quadro de colica, ndo depende, na maioria das vezes,
de um Unico fator de risco. Os resultados de muitos ensaios tém mostrado que um
conjunto de fatores atua sobre o organismo do paciente para que a colica se
desenvolva (LARANJEIRA & ALMEIDA, 2008). Esses fatores isolados ou combinados,

que podem ser internos ou externos, podem interagir de varias formas dando inicio a



mudancas fisiolégicas as quais podem levar ao desenvolvimento da afec¢do (TRAUB-
DARGATZ et al, 2001). Segundo DI FILIPPO et al (2008), em estudos realizados com
equinos acometidos por colica natural, a magnitude e a persisténcia das alteracfes
relacionam-se negativamente com a recuperacdo dos animais com coélica. Além do
mais, cada anormalidade é um importante complicador a sobrevida do paciente com
cOlica, associando-se a um prognéstico reservado. Essa interacdo de fatores
predisponentes e promotores de episodios de colica em equinos, em condicfes
naturais, ndo € observada nos ensaios de colica experimentalmente induzida cuja
aclimatacdo e adaptacdo dietética, dentre outras, restringem o ato da inducéo
experimental da célica como o Unico fator desencadeador da referida sindrome. Assim,
mesmo que nas condi¢cdes experimentais sejam reproduzidos fenbmenos semelhantes
agueles verificados em coélicas de ocorréncia natural, e seus resultados possam ser
utilizados em apoio ao diagnostico e prognéstico, a fenomenologia da sindrome, sua
intensidade e repercussbes, bem o comportamento dos seus marcadores clinico-
patolégicos, poderdo apresentar importantes variacdes.

JACOBSEN et al (2005) observaram aumento sérico e peritoneal de Hp em
equinos apoés a castracdo. Segundo estes Ultimos autores, os niveis séricos das PFA
refletiram o curso e a severidade da inflamacé&o, entretanto, mudancas no numero de
leucocitos, usualmente considerados marcadores inflamatorios e infecciosos, ndo foram
observadas durante o periodo poés-operatério. SAQUETTI et al (2008) verificaram
aumento na concentragdo de PFA em equinos submetidos a obstrucdo experimental do
c6lon menor. Segundo BUSK et al (2010) e JACOBSEN et al (2009) o tipo de técnica
cirdrgica instituido promove traumas bastante severos que culminam em aumento das
concentracbes das PFA no pos-operatério cirdrgico. Em suas conclusdes, asseveraram
os referidos autores que o aumento nas concentracbes de PFA facilita o
reconhecimento e tratamento precoce dos processos inflamatorios e infecciosos.

Mais recentemente, avancos nas técnicas de monitoracdo da resposta de fase
aguda, em ensaios clinicos ou experimentais, tém sido amplamente alcancados.
Entretanto, a fenomenologia da fase aguda, e inicial da defesa orgéanica, ndo esta

completamente entendida, evidenciando a importancia e necessidade de estudos



constantes e verticalizados sobre o tema (ECKERSALL, 2000).

O eletroforetograma representa um dos mais confidveis métodos de identificagdo
de proteinas e vem se tornando valioso para o0 entendimento dos processos
fisiopatoldgicos a medida que aporta informacdes sobre elevacdes e decréscimos nas
concentracbes séricas das diferentes fracdes protéicas. Embora as alteracdes nos
padrdes das fracfes protéicas ndo sejam caracteristicas de uma doenca, em patrticular,
podem trazer importantes informacdes diagndsticas, quando usadas em conjunto com
outros achados clinico-patologicos (THOMAS, 2000).

As técnicas de eletroforese utilizadas na rotina laboratorial ttm como matrizes
fitas de acetato de celulose (RODRIGUES et al, 2007), flmes de agarose (GAMA et al,
2007) ou gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de s6dio SDS-PAGE (NAOUM
et al, 1999). Sao relativamente simples, e de baixo custo, possibilitando a visibilizac&o
de concentracdes séricas extremamente baixas e a identificacdo variavel de proteinas,
necessitando tdo somente de quantidade muito pequena de amostra (GORDON, 1975).
De modo geral, no caso do fracionamento de proteinas, os géis de poliacrilamida tém
sido preferidos, gracas ao seu maior poder de resolucdo, podendo discriminar e
identificar de 20 a 30 proteinas (SAQUETTI et al, 2008). Além disso, géis de
poliacrilamida sdo muito translicidos, caracteristica esta que possibilita, se for o caso, a
quantificacdo da atividade enzimatica por densitometria (ALFENAS & BRUNE, 1998).

3. OBJETIVOS

Objetivou-se identificar, diferenciar, quantificar, avaliar e comparar as proteinas
séricas de fase aguda em equinos com célica de ocorréncia natural e naqueles
submetidos a obstrucdo intestinal experimental. Adicionalmente, correlacionar as
concentracOes séricas das proteinas de fase aguda com o tempo de evolucdo do

processo e leucograma.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos infraestruturais

O ensaio foi conduzido nas dependéncias da Faculdade de Ciéncias Agrérias e
Veterinarias (FCAV) da Universidade Estadual Paulista (Unesp), Campus de
Jaboticabal-SP. Os leucogramas e as dosagens das proteinas totais foram conduzidos
junto ao Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria “Prof. Dr. Joaquim Martins Ferreira
Neto” do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel” e o fracionamento eletroforético
das referidas proteinas junto ao Laboratério de Pesquisa do Departamento de Clinica e
Cirurgia Veterinaria, da instituicdo em epigrafe.

4.2 Animais

Utilizaram-se 27 equinos adultos, de diferentes ragas, idades e sexos. Deste total,
12 animais constituiram o grupo de equinos acometidos por cdlica natural, atendidos
junto ao Hospital Veterinario "Governador Laudo Natel" (FCAV/Unesp), no periodo de
julho de 2010 a julho de 2013 para tratamento de abdémen agudo. Os outros 15
animais constituiram o0 grupo de equinos submetidos a obstrucdo intestinal
experimental, composto por equinos sem raga definida, com média de idade de 6,2+3,0
anos, escore corporal de trés a quatro (SPEIRS, 1997) e peso corporal médio de
295,9+32,7kg. Para os animais pertencentes ao grupo experimental, uma semana antes
do inicio do ensaio, apOs avaliagdo clinica que incluiu frequéncia cardiaca (FC, em
bpm), por meio de auscultacdo durante um minuto; frequéncia respiratoria (FR, em
mov/min), por meio da contagem do movimento respiratério do gradil costal durante um
minuto e temperatura retal (TR, em °C), termometria clinica convencional, durante dois
minutos; realizou-se o controle de endoparasitas (mebendazol', 50mg kg') e de
ectoparasitas (deltametrina® a 0,025%). Os animais foram mantidos em piquetes
coletivos com dieta a base de feno de Coast cross (Cynodon dactylon) e agua a

vontade. A racdo concentrada comercial® foi fornecida duas vezes ao dia, em
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qguantidade equivalente a 1% do peso corporeo (2,5 a 3,4kg), adicionada de 50g/dia de
suplemento mineral®>. Apés essa adaptacdo, os animais foram identificados e a
distribuicdo entre os subgrupos ocorreu aleatoriamente, utilizando-se de sorteio dos

animais.

4.3 Delineamento experimental

Para realizacdo do ensaio foram estabelecidos, portanto, dois grupos: grupo de
equinos acometidos por colica natural (CN) e grupo de equinos submetidos a obstrucdo
intestinal experimental (CE). Ambos os grupos foram, ainda, divididos em subgrupos:
CN em: CNsa, constituido por 6 equinos com coélica de ocorréncia natural, submetidos a
laparotomia para correcao de transtornos gastrintestinais causadores de coélica e que
cujo pos-operatorio evoluiu sem intercorréncias e CNs2, constituido por 6 equinos com
cllica de ocorréncia natural, submetidos a laparotomia para correcdo de transtornos
gastrintestinais causadores de coélica e que vieram a Obito, sete a 10 dias apos a
cirurgia; e CE em: CEss, constituido por 6 equinos submetidos a obstrucao intestinal
experimental de intestino delgado, regides de duodeno (trés animais) e ileo (trés
animais), CEss, composto por 6 equinos submetidos a obstrucao intestinal experimental
de intestino grosso, regido de colon maior e CEss, grupo controle, composto por trés
animais submetidos somente a laparotomia e, subsequentemente, cada animal teve
uma alga intestinal manipulada, mas ndo obstruida, correspondendo a cada porgéo
obstruida em cada grupo experimental. Resumidamente, ficaram assim constituidos os

grupos experimentais:

CNsz1: 6 equinos com célica de ocorréncia natural, submetidos a laparo-
tomia, cujo pos-operatorio evoluiu sem intercorréncias;
Grupo CN
CNs2: 6 equinos com célica de ocorréncia natural, submetidos a laparo-

tomia, e que vieram a 06bito, sete a 10 dias apos a cirurgia;

* Omolen Ephos — Purina.



CEss: 3 animais submetidos a obstru¢do de um segmento do duodeno,
a aproximadamente 50 cm do piloro, sem danificar seu
suprimento sanguineo; e 3 animais submetidos a obstrucdo de
um segmento do ileo, a aproximadamente 5 cm do ceco, sem

danificar seu suprimento sanguineo;

Grupo CE CEs4: 6 animais submetidos a obstrucdo de um segmento do cdlon
dorsal esquerdo (flexura pélvica), sem danificar seu suprimento

sanguineo;

CEss: 3 animais submetidos a todas as manobras e métodos aplicados
agueles dos grupos, SCE3 e SCE4, com excec¢ado da obstrucao

intestinal.

Os animais foram contidos em brete, e apés tricotomia e antissepsia da fossa
paralombar, sedados com acepromazina 1% (0,025mg kg™, 1V), cloridrato de xilazina
2%° (0,5mg kg™, 1V) e meperidina’ (4mg kg™, IM). Ato continuo procedeu-se anestesia
local infiltrativa, utilizando-se da associacdo (1:1) de lidocaina 2%° e de bupivacaina
0,75%°, ambas sem vasoconstritor. Com os animais em estacdo foi conduzida a
laparotomia, com abordagem pelo flanco direito para duodeno e ileo, e esquerdo para
célon maior, e 0s segmentos intestinais foram identificados e, em seguida, um dreno de
Penrose n®3 posicionado ao redor da alga intestinal, e apds o seu fechamento iniciou-se
a obstrucao intestinal, segundo modelo descrito por DATT & USENIK (1975). Neste
exato momento os animais receberam 1,5mg kg?, IV, de cloridrato de tramadol'°. Na
sequéncia procedeu-se a sutura simples continua dos musculos transversos do
abdémen e da pele, utilizando-se de vicryl n®2-0 e ndilon n%, respectivamente. As

obstru¢cdes foram mantidas por trés horas e, apos este periodo, foi promovida a
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reversdo das obstrugfes, tendo como acesso e manobras cirdrgicos 0s mesmos
utilizados na sua instituicdo. Os drenos foram entdo removidos e as cavidades
abdominais fechadas de acordo com a técnica descrita por TURNER & McILWRAITH
(2002).

No pds-operatério foi instituida terapia antimicrobiana a base de penicilina
benzatina'!, na dose de 30.000UI kg™, IM, a cada 48 horas, perfazendo trés aplicacdes.
Como analgésico e antinflamatério, foi administrado flunixin meglumine®® na dose de
0,5mg kg, IV, a cada 24 horas, durante dois dias. As feridas cirdrgicas foram tratadas
com polivinilpirrolidona-iodo topica a 1%, duas vezes ao dia até a retirada dos pontos
no 10° dia pés-operatorio.

O modelo de obstrucdo intestinal experimental foi o utilizado por DI FILIPPO,
2009. O protocolo experimental foi devidamente apreciado e aprovado pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais (CEUA), da FCAV/Unesp, Campus de Jaboticabal,
conforme protocolo n® 89374-6.

4.4 Coleta dos dados
4.4.1 Avaliagdes laboratoriais

As amostras de soro sanguineo e de sangue total com anticoagulante foram
obtidas em oito diferentes momentos, sejam eles, imediatamente antes da laparotomia
(MO0), apds o procedimento cirdrgico (M1) e, diariamente, a cada 24 horas, até o sétimo
dia pds-operatorio, com excegcdo do sexto dia (M2, M3, M4, M5, M6 e M7). Por
conseguinte, para efeito do estudo da dinamica das proteinas seéricas, foram
considerados os referidos momentos (MO a M7), de evolug¢do do quadro seroprotéico na
sindrome cdlica natural e experimentalmente induzida. As colheitas de sangue foram
obtidas por venipungédo jugular mediante utilizacdo de um catéter. Foram colhidos 5 mL
de sangue, de cada equino, sem anticoagulante para sinérese e obtencdo do soro

sanguineo, para posterior estudo eletroforético das proteinas  séricas.
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Concomitantemente a colheita de amostras de sangue destinadas a eletroforese,
aliguotas de 2 mL de sangue contendo Etilenodiaminotetracetato Dipotassico (K-
EDTA) foram colhidas e processadas para obtencédo do leucograma.

As amostras de soro sanguineo, de todos os animais, nos diferentes momentos de
colheitas, foram devidamente envasadas e estocadas a temperatura de congelacéo,
para posterior determinacdo das concentracdes de proteinas totais (PT) e

fracionamento eletroforético das mesmas.

4.5 Procedimentos analitico-laboratoriais

4.5.1 Obtencdo das proteinas totais

As amostras de soro sanguineo foram estocadas em frascos estéreis e
congeladas a -10°C e, posteriormente, descongeladas em temperatura ambiente e, em
seguida, submetidas as dosagens de proteinas totais e analise eletroforética. As
concentracdes de proteinas totais do soro foram obtidas pelo método do Biureto, com o

auxilio de um conjunto de reagentes™ e leituras espectrofotométricas™.

4.5.2 Eletroforetograma das proteinas

Para o fracionamento eletroforético dos diferentes constituintes seroproteicos
procedeu-se corrida eletroforética das respectivas amostras em gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de sdédio (SDS-PAGE), conforme técnica descrita por
LAEMMLI (1970) modificada, utilizando-se o sistema vertical de eletroforese
(PROTEAN Il XI — VERTICAL ELETROPHORESIS CELLS® - BIO-RAD).

A placa, contendo o gel foi acoplada ao suporte de sustentacdo apropriado® em
contato com uma cuba contendo solucdo tampao de pH 8,9 (Apéndice A). As placas
foram preenchidas com o gel de separacédo a 10% e, apos polimerizacdo, com o gel de
empilhamento a 4% (Apéndice A). Entdo, aguardaram-se algumas horas para
polimerizacdo do material. O proXximo passo consistiu no preparo das amostras para o

fracionamento das proteinas adicionando-se 10 uL de soro sanguineo, diluidos em 30

'3 | abtest - Sistema de Diagndsticos Ltda. - Lagoa Santa, Brazil.
* |Labquest - CELM, modelo E-225-D.
'® BRL — Bethesda Labs, Gaithersburg, MN, USA.
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ML de tampao-fosfato (PBS) (Apéndice A), e 20 uL de gel mix (Apéndice A) e aquecidas
sobre agua em ebulicdo por 10 minutos. Uma aliquota de 5 yL de cada amostra de soro
sanguineo foi depositada em uma determinada cavidade do gel, tendo a primeira e a
Ultima amostra de cada gel em duplicata, além da amostra padréo*® como referéncia,
que sempre foi colocada em uma cavidade pré-estabelecida.

O conjunto foi, entdo, submetido a corrente elétrica inicial de 20 mA por gel,
fornecido por uma fonte de energia apropriada’’. Apés a passagem das amostras do
gel de empilhamento para o gel de separacdo, a corrente elétrica foi aumentada em
25% do valor inicial, perfazendo um total de 40 mA. Terminada a separacao, a fonte
elétrica foi imediatamente desligada e o gel, retirado da placa para ser corado durante
duas horas em solucdo de azul de Coomassie 0,2% (Apéndice A) sob agitacdo
horizontal constante para uma coloragdo uniforme. Em seguida o gel foi submerso em
solucédo descorante a base de metanol (Apéndice A) para retirar o excesso de corante,
até que todo o gel se apresentasse nitido.

Os pesos moleculares e as concentracdes das fracdes protéicas foram
determinados por densitometria computadorizada®®, através do escaneamento das
amostras. Para o célculo do peso molecular foram utilizados marcadores®® de pesos
moleculares de 200, 116, 97, 66, 55, 45, 36, 29, 24 e 20 kDa, além das proteinas
purificadas™® albumina, a;-antitripsina, haptoglobina, ceruloplasmina, transferrina (Tf) e
imunoglobulina G (IgG). Para a avaliagdo densitométrica das bandas protéicas
confeccionaram-se curvas de referéncia a partir da leitura do marcador padrao.

4.5.3 Leucograma
As contagens globais de leucdcitos foram obtidas com o auxilio de um
contador automatico de células® e a contagem diferencial dos leucdcitos obtida a partir
do exame microscopico de esfregagcos sanguineos corados com uma mistura de May-

Grunwald, Giemsa e Metanol — MGG. Os leucogramas dos equinos foram obtidos

'8 Marcador Sigma Marker 6.500 — 200.000.
17 Fotodyne, Fotodyne Inc, Houston, TX, USA.
8 ABC-VET, ABX, Franca.
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através das médias das contagens globais e absoluta das variedades leucocitarias,
incluindo leucdcitos totais (Le), neutréfilos segmentados (NS), neutrofilos bastonetes

(NB), linfécitos (Linf), mondcitos (Mon), eosindfilos (Eos) e basdfilos (Bas).

4.6 Anédlise estatistica

Foi calculada a média estatistica e os processos inflamatdrios, que foram
responsaveis pela variabilidade principal das variaveis avaliadas, foram identificados
através de analise de fatores (KIM; MUELLER, 1978; MILSTEIN, 1993). A anélise de
fatores é uma técnica exploratoria multivariada que permite relagées entre um conjunto
de variaveis a serem explicadas em termos de um numero limitado de novas variaveis,
sendo este Ultimo adotado como responsavel pela covariacdo entre as variaveis
observadas. Dentre as diversas técnicas disponiveis para a extracdo de fatores,
utilizou-se a extracdo por componentes principais (SELO, 1964; JEFFERS, 1978)
calculado a partir da matriz de correlacéo entre variaveis. O primeiro fator (F1) extraido
dessa matriz € a combinacdao linear das variaveis originais, que representa 0 maximo de
variabilidade possivel contida nas amostras. O segundo fator (F2) é a segunda
combinacdo linear das variaveis originais, que responde pela maior parte da
variabilidade restante, e assim por diante. Os fatores séo independentes entre si, ndo
tém unidades e sdo variaveis padronizadas (Distribuicdo normal, média = 0 variancia =
1). Os coeficientes das fungbes lineares que definem os fatores s&o usados para
interpretar o seu significado, utilizando o sinal e o valor relativo dos coeficientes como
uma indicagédo do peso a ser atribuido a cada variavel (MILSTEIN et al, 2005). Para
melhor interpretacdo, os fatores foram rotacionados pelo método varimax (KAISER,
1958). As cargas dos fatores sdo as correlagdes entre cada variavel e o respectivo
fator. O poder discriminatério das variaveis nos fatores foi medido considerando-se
cargas com valor absoluto acima de 0,6.

Como ja se sabe, as PFA apresentam picos de suas concentracdes na circulacéo
sanguinea, que podem variar entre horas ou até dias, dependendo da sua classificacao.
Assim, o estudo foi dividido em duas fases: Fase Inicial, que correspondeu as primeiras

24 horas experimentais (MO, M1 e M2), e Fase Final, que correspondeu aos dias de
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pés-operatorio (M3, M4, M5, M6 e M7). Foram caracterizados os padrées das respostas
inflamatorias (leucograma e proteinas de fase aguda) entre CN e CE; Fase Inicial de
CN e CE e Fase Final de CN e CE; CN em Fase Inicial e Fase Final; e CE em Fase

Inicial e Fase final.

5. RESULTADOS

Apoés o fracionamento das proteinas do soro sanguineo, verificou-se, por meio
dos tracados eletroforéticos, a presenca de 22 a 63 fracbes protéicas, cujos pesos
moleculares variaram de 17 a 285 kDa. Dentre as proteinas encontradas 10 foram
consideradas como proteinas de fase aguda e de importancia para o estudo em
guestdo, sendo oito delas identificadas nominalmente: imunoglobulina A (IgA) com peso
molecular igual a 175 kDa, ceruloplasmina 110 kDa, transferrina 80 kDa, albumina (Alb)
65 kDa, imunoglobulina G com 85 kDa, a;-antitripsina (Antitrip) 61 kDa, haptoglobina 42
kDa e a;-glicoproteina acida (AGP) 39 kDa. Duas, dentre as proteinas consideradas
como de fase aguda, com peso molecular correspondente a 24 kDa (P24) e 10 kDa
(P10) respectivamente, e n&o identificadas nominalmente na literatura, foram
observadas no tracado -eletroforético. As proteinas aj-antitripsina e P10 foram
encontradas apenas nos eletroforetogramas dos equinos acometidos por colica natural,
por este motivo ndo entraram na avaliacdo estatistica, sendo consideradas

separadamente.

5.1 Animais acometidos por colica natural (CN) x Animais acometidos por

cOlica experimental (CE)

A Tabela 1 apresenta os resultados da andlise de fatores que caracterizaram 0s
padrées em CN e CE, respectivamente. Para CN, cinco fatores foram responsaveis por
75,78% da variabilidade contida nas variaveis originais. Ja para CE, sete fatores foram

responsaveis por 76,19% da variabilidade contida nas variaveis originais.
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Tabela 1. Caracterizacdo por analise de fatores com influéncia exploratoria dos padrdes
dos grupos de animais acometidos por célica natural e célica experimental.
CN CE CN CE CN CE CN CE CN CE CE CE

Fatores 1 F1  F2  F2 F3 F3 F4 FA F5 F5 F6  F7
Le -0,08 -0,04] 095 094]013 000|000 -001]009 020 [-006] -002
NS -0,04 -0,06 092 094003 -003|-001 -012|-010 -017 |-003| -0,05
NB 005 -016]007 048|088 012|-006 014 |001 -000|012| 0,23
Mon 012 -006|012 028|073 -006|032 -023]|-014 051 ]026]| 011
Bas -0,03 002|004 -007]|076 004 |-020 080 |028 -018]|-007| -0,09
Eos 003 018 [-017 -012]032 -013|005 074 |072 032 [002]| 007
Linf 018 005 [ 051 -002]-016 0,11 |-002 006 |061 086 [-0,12| 0,00
PT 095 093 |-008 001|003 016016 009 |-004 014 |007| 014
T 077 071007 -020|003 -012|023 -002|-023 -027|-006| 0,27
Alb 091 093 |-004 -007|004 013|007 004 |-009 000 |004]| -003
Cp 075 0,14 |-009 003|007 -006|034 009 |010 000 |025| 0,73
IgG 074 002 |-026 007|000 -094|-012 007 |012 003 |-001| 004
IgA 053 031]015 006 |-003 087|038 004 |026 015|007 | 0,07
AGP 016 0,10 |-019 -013| 000 021|086 -016|-012 005 |-017| 0,74
Hp 023 008|018 -008|-004 006|083 -003]|015 -006]092| 001
P24 057 043 ]042 -004[-007 -032] 000 002|037 000 ]-002] 056
Var. Expl 4,24 267 244 219 208 1,93 197 135 137 134 109 1,60

% 26,56 16,70 1529 13,71 13,02 12,09 1235 845 856 838 681 10,05

Leucdcitos (Le), neutréfilos segmentados (NS), neutréfilos bastonetes (NB), mondcitos (Mon), basoéfilos (Bas), linfécitos (Linf) e
eosindfilos (Eos). Proteinas Totais (PT), Transferrina (Tf), albumina (Alb), ceruloplasmina (Cp), imunoglobulina G (IgG),
haptoglobina (Hp), alfa-1 glicoproteina acida (AGP), P24 e imunoglobulina A (IgA).

Tanto para o grupo CN como para CE, trés fatores foram suficientes para
discriminar as variaveis leucométricas (Le, NS, NB, Mon, Bas, Linf e E0s), que, por sua
vez representaram a fase celular efetora da resposta de fase aguda. No grupo CN,
todas as variaveis ficaram discriminadas nos fatores CNF2, CNF3 e CNF5, que, juntos
foram responséaveis por 36,87% da variabilidade original. No grupo CE, ficaram
discriminadas as variaveis leucocitérias Le, NS, Bas, Linf e Eos nos fatores CEF2,
CEF4 e CEF5, que, juntos responderam por 30,54% da variabilidade contida nas
variaveis originais. Ja as variaveis NB e Mon, do grupo CE, nao influenciaram na
variabilidade dos dados. Todas as variaveis leucométricas discrimanadas nos fatores
ficaram com cargas com mesmo sinal, em cada um deles, indicando associagao direta
entre elas, ou seja, quando o valor de uma aumenta os valores das demais também

aumentam (ou vice-versa).



15

A fase celular da resposta de fase aguda teve participacdo secundaria nas
variacdes ocorridas nos grupos CN e CE, estando, sua atuacéo, discriminada somente
a partir de F2, que responde pela maior parte da variabilidade restante, depois de F1.
Em CN, esta resosta celular indicou uma resposta inflamatéria toxica ao discriminar a

variavel NB em F3.

Para os grupos CN e CE, a discriminacao das proteinas de fase aguda, em dois
fatores para CN e quatro para CE, determinaram a fase proteica como fase efetora da
resposta de fase aguda. No grupo CN, as Proteinas Totais e as proteinas de fase
aguda Tf, Alb, Cp, IgG, Hp e AGP ficaram discriminadas nos fatores CNF1 e CNF4,
que, juntos somaram 38,91% da variabilidade original. Ja as PFA P24 e IgA néo
apresentaram efeito algum sobre a variabilidade do grupo CN. No grupo CE, as
Proteinas Totais e as proteinas de fase aguda Tf, Alb, Cp, Hp, AGP, IgA e IgG foram
discriminadas nos fatores CEF1, CEF3, CEF6 e CEF7, que, juntos foram responsaveis
por 45,65% da variabilidade original. As variaveis discrimanadas que ficaram com
cargas com mesmo sinal, em cada fator, indicaram uma associagao direta entre elas;
porém, as variaveis discrimanadas que ficaram com cargas com sinal diferentes, em
cada fator, indicaram uma associagao indireta entre elas, ou seja, quando o valor de

uma aumentou os valores das demais diminuiram (ou vice-versa).

As alteragbes proteicas da resposta de fase aguda foram as principais
responsaveis pelas variagdes contidas nas variaveis originais, visto que, estas variaveis
ficaram discriminadas no F1, responsavel pela maior variabilidade contida nos dados
originais. Em CN, esse processo proteico da resposta de fase aguda indicou um
processo tardio devido a presenca da proteina ceruloplasmina. J& em CE essas
variaveis indicaram um processo proteico de resposta de fase aguda inicial observando-

se a correlacao positiva entre PT e Alb e a correlagéo negativa entre 1gG e IgA em F2.
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5.2 Fase Inicial (FI) x Fase Final (FF)

A caracterizacdo dos padrdes da resposta inflamatoria em Fl e FF, por andlise de
fatores, sdo apresentados na Tabela 2. Para Fl, cinco fatores foram responséaveis por
70,71% da variabilidade contida nas variaveis originais. Ja para FF, seis fatores foram

responsaveis por 76,87% da variabilidade contida nas variaveis originais.

Em FI, dois fatores foram suficientes para discriminar as variaveis leucométricas
Le, NS, Mon, Bas e Linf. Estes fatores, FIF3 e FIF5, juntos foram responsaveis por
24,81% da variabilidade original. As variaveis NB e Eos ndo apresentaram poder
discriminatorio em Fl. Em FF, ficaram discriminadas as variaveis leucocitarias Le, NS,
NB, Mon, Bas e Linf nos fatores FFF3, FFF4 e FFF5, que, juntos responderam por
35,36% da variabilidade contida nas variaveis originais. Ja a variavel Eos, em FF, ndo
influenciou na variabilidade dos dados. Com excecdo do FIF5, as demais variaveis
leucométricas discrimanadas nos fatores ficaram com cargas com mesmo sinal, em
cada um deles, indicando associacdo direta entre elas. Em FIF5, Mon e Bas
apresentaram cargas com sinais contrarios indicando uma associacao indireta entre as

variaveis.

As variaveis leucocitarias que indicaram o processo celular da resposta de fase
aguda tiveram menor participagdo nas variagdes ocorridas em todas as fases
experimentais, tendo, sua atuacgao, discriminada somente a partir de F3, que responde

a variabilidade restante, depois de F1 e F2.

FI e FF apresentaram trés fatores discriminatorios para as proteinas de fase
aguda, sendo que, em FI, PT, Tf, Alb, Cp, Hp, AGP, IgA e IgG ficaram discriminadas
nos fatores FIF1, FIF2 e FIF4, que, juntos somaram 45,9% da variabilidade original. P24
nao apresentou efeito algum sobre a variabilidade de Fl. Na Fase Final, PT, Tf, Alb, Cp,
Hp, IgA e P24 foram discriminadas nos fatores FFF1, FFF2 e FFF6, que, juntos foram
responsaveis por 41,51% da variabilidade original. As variaveis AGP e IgG nédo tiveram
poder discriminatorio para FF. As proteinas discrimanadas que ficaram com cargas com

mesmo sinal, em cada fator, indicaram uma associacdo direta; porém, as proteinas
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discrimanadas que ficaram com cargas com sinal diferentes, em cada fator, indicaram

uma associacao indireta entre elas.

Tabela 2. Caracterizacdo por andlise de fatores com influéncia exploratéria dos padrdes
das respostas inflamatérias nas Fases Inicial (FI: MO, M1 e M2) e Final (FF: M3, M4,
M5, M6 e M7).

Fatores FI FF FI FF FI FF FI FF FI FF FF
F1 F1 F2 F2 F3 F3 F4  F4 F5 F5 F6

Le -014 012 [-001 -003[ 09 012]-001 095] 003 0,15 [-002
NS -025 0,6 | 0,00 -003| 086 -007| 002 093] 009 -014][-005
Linf 022 -013]|-010 003|061 -017|-0,16 007 |-0,12 0,88 | 0,02
NB -041 -0,02] 025 011|050 087 |-008 -002]|-003 -0,14] 0,03
Mon 021 -005| 014 003|019 075]006 036|071 -002] 030
Bas 031 005 |-008 -011| 004 076 |-014 -009|-064 008 ]-029
Eos 047 016 |-0,14 -021| 003 041|029 -017]-049 0,59 |-0,15
PT 094 09 | 009 004 |-015 -000][-001 0,14 |-002 -002]| 005
Alb 089 093|013 o011 |-018 -000]-006 0,10 |-005 -010]-0,02
Cp 067 062 |-005 004 |-003 009|006 005|011 018/ 034
IgA 072 057 |-021 -0,66|-003 -008]-057 020 |-006 006] 020
P24 008 018 | 052 082|038 -003]|033 005]|-023 008]012
Tf 033 044|071 o068 |-017 -003] 013 0,07 | 008 -0,17]-0,08
Hp 004 018 | 082 -008| 017 002|002 -013| 000 -0,03]| 0,78
AGP -015 -0,16 | 0,80 059 | -0,15 -0,12 |-0,06 -0,23 | 0,21 -0,08 | 0,31
IgG -0,06 0,07 | 0,00 0,71 |-005 016 | 09 -007] 003 0,00 |-023
Var. Expl. 3,49 292 232 254 263 221 153 214 133 130 117
% 21,83 1825 1450 1592 1649 1385 957 1338 832 813 7,34

Leucdcitos (Le), neutréfilos segmentados (NS), neutréfilos bastonetes (NB), mondcitos (Mon), baséfilos (Bas), linfocitos (Linf) e
eosindfilos (Eos). Proteinas Totais (PT), Transferrina (Tf), albumina (Alb), ceruloplasmina (Cp), imunoglobulina G (IgG),
haptoglobina (Hp), alfa-1 glicoproteina acida (AGP), P24 e imunoglobulina A (IgA). MO: pré-operatério; M1: pés-cirdrgico (6h); M2:
24h pés-operatorio; M3: 2° dia pos-operatério; M4: 3° dia pos-operatério; M5: 4° dia pés-operatério; M6: 5° dia pds-operatorio; M7:
7° dia pos-operatorio.

As PFA que indicaram o processo proteico da resposta de fase aguda tiveram
participagdo importante nas variagdes ocorridas em todas as fases experimentais,
tendo, sua atuacgdo, discriminada primeiramente em F1, fator que contém a maior

variabilidade presente nos dados.
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5.3 Animais acometidos por célica natural em Fase Inicial (CNFI) x Animais
acometidos por colica natural em Fase Final (CNFF)

Os resultados da andlise de fatores que caracterizaram os padrfes da resposta

inflamatoria em CNFI e CNFF estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Caracteriza¢do por analise de fatores com influéncia exploratéria dos padrdes
das respostas inflamatorias de animais acometidos por coélica natural nas Fases Inicial
(MO, M1 e M2) e Final (M3, M4, M5, M6 e M7) do experimento.

CNFI CNFF CNFI CNFF CNFI CNFF CNFI CNFF CNFF

Fatores F1 F1 F2 F2 F3 F3 F4  F4 F5

Le 0,02 -008 ]| 020 -091 | 094 -013 ] 004 026 | 002
NS 016 -010 | -015 -091 | 0,84 -011 | 029 011 | -006
NB 0,07 -002 | 092 -072|-006 -009 | 015 -033 | -0,04
Eos 013 -012 | 080 010 [ 009 009 |-015 004 | 087
Bas 0,05 -011 | 093 007 |-004 -023| 001 075 | -003
Mon 003 060 | 088 -009 | 017 -013 | 011 -002 | -0,01
Linf 028 -004 |-000 -041 | o039 -012]-062 072 | 0,26
Cp 055 041 | 015 005 [ 002 o081 | 074 -006 | 0,03
PT 028 073 [ 003 018 | 017 060 | 09 005 | 006
Tf 019 079 |[-004 o009 [ 048 028 | 072 003 | -012
Alb 015 074 | 002 o018 [ 021 o050 | 087 011 | 0,03
AGP 079 079 |-007 o017 |[-023 -008 | 008 -026 | -002
Hp 089 069 |-006 -024|-000 011|018 001 |-008
IgA 079 046 | 000 -023|-000 018 | 046 009 | 053
IgG 016 000 | 009 022 |[-004 o088 | 079 -010 | 012
P24 055 020 | 000 -033| 040 044 | 045 062 | -007
Var. Expl. 297 367 328 2,77 233 252 432 180 119

% 1859 2297 2052 17,35 14,59 1578 27,00 1127 7,47

Leucdcitos (Le), neutréfilos segmentados (NS), neutrofilos bastonetes (NB), mondcitos (Mon), basofilos (Bas), linfocitos (Linf) e
eosindfilos (Eos). Proteinas Totais (PT), Transferrina (Tf), albumina (Alb), ceruloplasmina (Cp), imunoglobulina G (IgG),
haptoglobina (Hp), alfa-1 glicoproteina acida (AGP), P24 e imunoglobulina A (IgA). MO: pré-operatério; M1: pés-cirdrgico (6h); M2:
24h pés-operatorio; M3: 2° dia pos-operatério; M4: 3° dia pos-operatério; M5: 4° dia pés-operatério; M6: 5° dia pds-operatorio; M7:
7° dia p6s-operatério.

Para CNFlI, quatro fatores foram responsaveis por 80,7% da variabilidade contida
nas variaveis originais, sendo dois destes discriminantes somente para as variaveis
leucométricas Le, NS, NB, Mon, Bas e Eos. Estes fatores, CNFIF2 e CNFIF3, juntos,
foram responsaveis por 35,11% da variabilidade original e as variaveis contida nestes

fatores ficaram com cargas com mesmo sinal, indicando associagéo direta entre elas. A
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variavel Linf foi discriminada pelo fator CNFIF4 juntamente com as proteinas PT, Tf,
Alb, Cp e IgG. Este fator contribuiu com 27% da variabilidade original. Linf apresentou

carga com sinal diferente das demais variaveis, indicando uma associacéao indireta.

Para CNFF, cinco fatores foram responsaveis por 76,87% da variabilidade
contida nas variaveis originais, sendo trés destes discriminantes somente para as
variaveis leucométricas Le, NS, NB, Bas, Linf e Eos. Estes fatores, CNFFF2, CNFF4 e
CNFFF5, juntos, foram responséaveis por 36,09% da variabilidade original e as variaveis
contida nestes fatores ficaram com cargas com mesmo sinal, indicando associagéo
direta entre elas. A variavel Mon foi discriminada pelo fator CNFFF1 juntamente com as
proteinas PT, Tf, Alb, Hp e AGP, enquanto que Linf e Bas foram discriminada no fator
CNFF4 juntamente com a proteina P24. Estes fatores contribuiram com 22,97% e
11,27% da variabilidade original, respectivamente, e, as varidveis contidas nestes

fatores ficaram com cargas com mesmo sinal, indicando associacéo direta.

CNFI e CNFF apresentaram dois fatores discriminantes para as proteinas de
fase aguda, sendo um fator exclusivo para proteinas e o outro em associacdo com
variaveis leucocitarias. Em CNFI, o fator discriminatério somente para proteinas (Hp,
AGP e IgA) foi CNFIF1, responsavel por 18,59% da variabilidade original. As variaveis
presentes neste fator ficaram com cargas com mesmo sinal, indicando associacdo
direta entre elas. A variavel P24 ndo apresentou poder discriminatorio para CNFI. As
proteinas PT, Tf, Alb, Cp e IgG ficaram discriminadas no fator CNFIF4 juntamente com
a variavel leucocitaria Linf. Este fator contribuiu com 27% da variabilidade original, onde
a variavel Linf apresentou carga com sinal diferente do sinal das proteinas, indicando

uma associacgéao indireta entre elas.

Em CNFF, o fator discriminatério somente para proteinas (PT, Cp e IgG) foi
CNFFF3, responsavel por 15,78% da variabilidade original. As variaveis presentes
neste fator ficaram com cargas com mesmo sinal, indicando associacao direta. A
variavel IgA néo apresentou poder discriminatorio para CNFF. As proteinas PT, Tf, Alb,

Hp e AGP ficaram discriminadas no fator CNFFF1 juntamente com a varidvel
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leucocitaria Mon e a proteina P24 foi discriminada em CNFFF4 juntamente com as
variaveis Linf e Bas. Estes fatores contribuiram com 27% e 11,27%, respectivamente,
da variabilidade original e todas as varidveis apresentaram cargas com mesmo sinal,

indicando uma associacao direta entre elas.

As principais alteracdes responsaveis pelas variacdes contidas nas variaveis
originais e discriminadas em CNFIF1 e CNFIF2 indicaram uma resposta de fase aguda
iniciada por PFA seguida da participacéo celular na manutencdo deste processo. Para
CNFF, as variaveis discriminadas em F1 e F2 indicaram uma resposta de fase aguda
tardia devido a correlacdo entre células (Mon) e as PFA, seguida pelo estabelecimento

de um processo inflamatdério toxico devido a correlacéo positiva entre Le, NS e NB.

5.4 Animais acometidos por célica experimental em Fase Inicial (CEFI) x

Animais acometidos por célica experimental em Fase Final (CEFF)

Os resultados da andlise de fatores que caracterizaram os padrbes da resposta
inflamatéria em CEFI e CEFF séo apresentados na Tabela 4.

Para CEFI, seis fatores foram responsaveis por 75,48% da variabilidade contida
nas variaveis originais, sendo dois destes discriminantes somente para as variaveis
leucométricas Le, NS, NB, Linf e Eos. Estes fatores, CEFIF2 e CEFIF4, juntos, foram
responsaveis por 25,11% da variabilidade original e as variaveis contidas nestes fatores
ficaram com cargas com mesmo sinal, indicando associagdo direta entre elas. A
variavel Bas foi discriminada pelo fator CEFIF6 (9,05%) juntamente com a proteina AGP
e apresentou carga com sinal diferente da proteina, indicando uma associagéo indireta.

A variavel Mon nao apresentou poder discriminatério para CEFI.

Para CEFF, seis fatores foram responsaveis por 74,26% da variabilidade contida
nas variaveis originais, sendo trés fatores discriminantes somente para as variaveis
leucométricas Le, NS, NB e Mon. Estes fatores, CEFFF2, CEFFF5 e CEFFF6, juntos

foram responsaveis por 29,77% da variabilidade original e as variaveis contidas nestes
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fatores ficaram com cargas com mesmo sinal, indicando associagéo direta entre elas. A
variavel Eos foi discriminada pelo fator CEFFF1 juntamente com as proteinas PT, Alb e
Hp. Este fator contribuiu com 19,95% da variabilidade original e todas as variaveis
apresentaram cargas com mesmo sinal, indicando uma associacéo direta. As variaveis

leucométrica Linf e Bas ndo tiveram poder discriminatorio sobre CEFF.

Tabela 4. Caracterizacéo por andlise de fatores com influéncia exploratéria dos padrdes
das respostas inflamatérias de animais acometidos por célica experimental nas Fases
Inicial (MO, M1 e M2) e Final (M3, M4, M5, M6 e M7) do experimento.

CEFI CEFF CEFI CEFF CEFI CEFF CEFI CEFF CEFI CEFF CEFlI CEFF
Fatores F1 F1 F2 F2 F3 F3 F4 F4 F5 F5 F6 F6

Le -0,02 001|095 094|000 002]011 -004]| 006 0,16 | 000 0,16
NS -0,01 -0,18 | 092 089 |-002 -0,12|-0,21 0,20 | 0,07 -0,04 | 0,00 -0,08
NB 0,08 -0,13| 062 0,07 |-005 0,02 |-028 0,04 |-013 0,01 | 005 084
Linf 002 0,26 |-004 020 |o008 0311|087 -025]005 051|009 039
Eos -005 062 |-020 0,12 |-008 -022]| 064 -012| 0,01 -0,33]|-0,33 031
Mon -0,21 0,06 | 050 0,25 |-0,04 -0,05)| 0,26 -005]|-051 0,72 |014 -0,10
Bas -0,11 0,43 |-0,07 0,07 | 027 0,24 |-0,03 -0,29 | 0,08 -0,57 |-0.81 -0,15
AGP 0,18 0,09 |-0,07 0,01 | 0,20 0,31 |-0,08 0,69 | 008 0,21 | 068 -011
Cp 0,37 008 |-002 026|039 008|012 062 ]-057 -013]| 017 -0,03
P24 0,42 043|001 -005)| 052 -025|008 064 |-020 -013]|032 021
Tf 085 049 |-003 -038] 019 -0,12|-0,17 0,38 | 0,03 -0,01 | 0,00 -0,35
Alb 091 085 |-003 -021|-012 0,16 |-0,00 0,02 |-0,00 0,01 | 0,08 -0,15
PT 094 09 | 001 -000]-016 0,17 | 010 0,18 |-0,10 0,06 | 0,11 -0,05
Hp 0,07 060 |-0,18 -0,14|-0,16 0,12 |-0,18 0,41 |-0,80 -0,01 |-0,04 0,05
IgA 0,34 033|006 008]|-08 087|007 008]-010 0,01 |008 0,06
IgG 0,05 005|001 024|091 -093| 0,08 001|001 003]-007 001
Var Expl. 3,01 319 251 214 224 208 150 183 135 1,35 144 126

% 18,83 19,95 1571 13,40 14,03 13,05 9,40 11,49 846 844 905 793

Leucdcitos (Le), neutréfilos segmentados (NS), neutréfilos bastonetes (NB), mondcitos (Mon), basofilos (Bas), linfocitos (Linf) e
eosindfilos (Eos). Proteinas Totais (PT), Transferrina (Tf), albumina (Alb), ceruloplasmina (Cp), imunoglobulina G (IgG),
haptoglobina (Hp), alfa-1 glicoproteina acida (AGP), P24 e imunoglobulina A (IgA). MO: pré-operatério; M1: pés-cirdrgico (6h); M2:
24h pés-operatorio; M3: 2° dia pos-operatério; M4: 3° dia pos-operatério; M5: 4° dia pds-operatério; M6: 5° dia pds-operatorio; M7:
7° dia p6s-operatdrio.

Para discriminar somente as proteinas totais (PT) e as proteinas de fase aguda
(Tf, Alb, Hp, IgA e 1gG), em CEFI, foram necessarios trés fatores: CEFIF1, CEFIF3 e

CEFIF5. Juntos, estes fatores foram responsaveis por 41,32% da variabilidade original
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e as variaveis que ficaram com cargas com mesmo sinal indicaram uma associacao
direta; inversamente, as variaveis que ficaram com cargas com sinal diferente indicaram
uma associacdo indireta entre elas. A variavel AGP foi discriminada pelo fator CEFIF6
juntamente com a variavel leucocitaria Bas. Este fator contribuiu com 9,05% da
variabilidade original e as variaveis discriminadas apresentaram cargas com sinal
diferente, indicando uma associacao indireta. As proteinas Cp e P24 nao tiveram poder

discriminatoério sobre CEFI.

Para CEFF, dois fatores foram discriminantes somente para as variaveis
proteinas de fase aguda Cp, AGP, P24, IgA e IgG. Estes fatores, CEFFF3 e CEFFF4,
juntos foram responsaveis por 24,54% da variabilidade original e as variaveis que
ficaram com cargas com mesmo sinal indicaram uma associacdo direta entre elas;
inversamente, as variaveis que ficaram com cargas com sinal diferente indicaram uma
associacao indireta. As variaveis PT, Alb e Hp foram discriminadas pelo fator CEFFF1
juntamente com a variavel leucocitaria Eos. Este fator contribuiu com 19,95% da
variabilidade original e todas as variaveis apresentaram cargas com mesmo sinal,
indicando uma associacao direta. A variavel Tf ndo obteve poder discriminatério sobre
CEFF.

As principais alteracdes responsaveis pelas variagbes contidas nas variaveis
originais e discriminadas em CEFIF1 e CEFIF2 indicaram uma resposta de fase aguda
iniciada por PFA seguida da participacéo celular na manutencéo deste processo. Para
CNFF, as variaveis discriminadas em F1 e F2 indicaram uma resposta de fase aguda
tardia devido a correlacdo entre células (Mon) e as PFA, seguida pelo estabelecimento

de um processo inflamatério devido a correlacdo positiva entre Le e NS.

5.5 Alfa-1 Antitripsina e P10
As médias das concentracdes séricas das proteinas Alfa-1 Antitripsina e P10,
dos grupos de animais acometidos por coélica natural, em todos 0s momentos

experimentais, estdo representadas graficamente pela Figura 1.
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Figura 1. Representacéo gréafica das
concentragfes séricas médias de Alfa-1 Antitripsina
e P10, em g/dL, de equinos com cdlica natural
durante as Fases Inicial e Final do experimento.
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CNs;: equinos com colica de ocorréncia natural, submetidos a laparotomia, cujo
poés-operatdrio evoluiu sem intercorréncias; CNsy: equinos com célica de
ocorréncia natural, submetidos a laparotomia, e que vieram a 6bito, sete a 10
dias apo6s a cirurgia. Fase Inicial (FI): MO: pré-operatério; M1: pds-cirtrgico (6h);
M2: 24 horas pés-operatério; Fase Final (FF): M3: 2° dia pés-operatorio; M4: 3°
dia pés-operatério; M5: 4° dia p6s-operatério; M6: 5° dia pos-operatério; M7: 7°
dia p6s-operatério. FCAV/Unesp — Jaboticabal, 2010 — 2013.

Os animais do grupo de equinos acometidos por coélica natural e sobreviventes
apresentaram uma oscilacdo na concentracdo sérica de Alfa-1 Antitripsina, alcancando
0 maior valor no periodo pés-operatorio (Fase Final), em M7. Ja os animais do grupo de

equinos acometidos por célica natural e nao-sobreviventes apresentaram aumento
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gradativo das concentracfes sérica médias de Alfa-1 Antitripsina, observando-se a
concentracdo maxima, também no periodo pés-operatério (Fase Final), porém em M5.

Para os equinos acometidos por célica natural e sobreviventes as concentracdes
séricas de P10 diminuiram ao longo do tempo até ndo serem detectadas na circulacao
sanguinea (M6). Apos isto a proteina foi detectada ainda em concentracdes bem
menores que as iniciais. Inversamente, os equinos acometidos por cdlica natural e ndo-
sobreviventes apresentaram um aumento da concentracdo de P10 até M4, e entéo,
uma brusca diminuicdo (M5), que voltou a aumentar no final periodo pos-operatorio (M6
e M7).

6. DISCUSSAO

O padrao da resposta inflamatéria produzida pelo grupo de animais acometidos
por célica natural (CN) caracterizou-se por uma resposta de fase aguda em evolucéo,
iniciada pelas PFA e acompanhado posteriormente pela participacdo das células
leucocitarias, indicando um processo inflamatério toxico (Tab. 3).

A resposta inflamatéria mediada pelos leucdcitos iniciou-se com diminuicdo na
meédia da contagem de leucdcitos nos periodos pré-operatorio (MO) e pos-obstrucao
(M1 e M2), seguido por um aumento da contagem leucocitaria na fase pos-operatoria,
de M3 a M7. Em contrapartida, os animais do grupo experimentalmente acometido por
cOlica (CE) apresentaram um quadro de resposta de fase aguda inicial onde a atuacdo
das PFA foi a responsavel pela resposta primaria e acompanhada posteriormente por
uma resposta inflamatdria. Esta resposta inflamatoria iniciou-se com aumento na média
da contagem de leucdcitos, de MO a M2, seguido por uma diminuicdo da contagem
leucocitaria. Essas diferencas residem, segundo LASSEN & SWARDSON (1995), no
tempo de evolucéo do processo, dificil de ser mensurado em estudos casuisticos, como
o grupo CN, integrante do projeto em tela. Ademais, na fase inicial dos transtornos
abdominais, os valores do leucograma podem estar préximos dos normais ou

ligeiramente alterados.
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A fase efetora da resposta imune consiste no recrutamento e ativacdo dos
leucécitos. Através de estimulos ao eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal, com conse-
qguente liberacdo de corticosterdides pelo cortex da adrenal, aumentando a
concentracdo de corticosteroides enddgenos circulantes, em resposta ao estresse
fisiologico ou doencas, observam-se alteragBes nas contagens global e diferencial de
leucocitos (BREIDER, 1993).

A reducdao inicial no nimero de leucdcitos observada no grupo CN (M2), mais
expressivamente em CNsp, provavelmente, foi ocasionada pela marginacdo e migracao
de neutrdfilos para o foco inflamatério em resposta a lesédo entérica, como explicaram
SVENDSEN et al. (1979), JAIN (1993) e LASSEN & SWARDSON (1995). Segundo
BENJAMIN (1999), a leucopenia é um achado normal durante a evolucédo da sindrome
célica visto que os neutrdéfilos sdo os efetores fundamentais na defesa do organismo
contra as infec¢bes bacterianas com o intuito de fagocitar microrganismos, células
mortas e debris celulares. Confirmando os resultados encontrados, estudos realizados
por DI FILIPPO et al (2011) com equinos submetidos a obstrucdo intestinal, estes
autores observaram que 0s grupos de animais submetidos a obstrucdo de ileo ou
duodeno apresentaram leucopenia durante a fase de obstrucéo. Entretanto, FAGLIARI
& SILVA (2002), estudando equinos acometidos por colica natural, observaram
leucocitose desde a fase pré-cirargica.

Neste estudo, a leucocitose foi observada, no grupo CN, apenas na Fase Final
(M6 e M7), acompanhada de neutrofilia e desvio a esquerda em CNg,, de M4 a M7.
Esse achado sinalizou para a presenca de um processo inflamatério, resultante da
obstrucao, que por reter a digesta no lume intestinal predispds a absor¢cao de toxinas, o
que foi confirmado pela presenca de bastonetes. SVENDSEN et al (1979) e DI FILIPPO
et al (2011) também encontraram leucocitose por neutrofilia com desvio a esquerda no
poOs-operatorio de equinos com colica. Segundo LASSEN & SWARDSON (1995), o
desvio a esquerda é o indicador mais especifico e sensivel da presenca de um
processo inflamatorio e, a magnitude do desvio indica o grau de demanda tecidual por

neutrdéfilos.
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O grupo CN nédo apresentou alteracdes na contagem de linfocitos; porém, no
grupo CE constatou-se linfopenia em M1, para CEs; e CEs4, € em M4 para CEgs.
Segundo JAIN (1993), ndo é rara a ocorréncia de linfopenia, decorrente de infeccdo
bacteriana ou toxemia, como acontece comumente em casos de abdémen agudo.

Durante a Fase Final do experimento, tanto em CN como em CE, o padrao da
resposta inflamatdria foi caracterizado pela atuacdo dos leucécitos e das PFA
conjuntamente (Tabelas 3 e 4). De acordo com FAZIO et al (2010), o organismo
responde a inflamacdo promovendo variacdo na contagem de leucécitos e estimulando
estas células a liberarem mediadores (TNF-q, IL-1 e IL-6) da sintese de PFA. A inducao
das PFA por IL-6 ocorre através da fosforilagdo do fator de transcricdo NF-IL-6 que
depois é translocado para o nudcleo, onde medeia a transcricdo dos genes de fase
aguda. IL-1 e TNF-a, depois de se ligarem ao seu respectivo receptores, causam
fosforilacdo e degradacdo de IkB, o inibidor do fator de transcricdo NFkB, levando a
liberacdo de NFkB e subsequente ativacdo dos genes de fase aguda no nucleo
(JENSEN & WHITEHEAD, 1998).

A correlacao positiva obervada entre os mondcitos e as PFA indicou a presenca
de uma resposta de fase aguda instalada, na qual a atuacdo dos componentes
celulares estimula a producédo de PFA. Sustentando esses achados, segundo UEHARA
et al (2003), os neutrofilos possuem proteinas catibnicas, como a elastase (NE),
capazes de clivar receptores presentes nos fibroblastos e assim induzir & produgéo de
citocinas tais como a interleucina-8 (IL-8) e a proteina quimiotatica-1 de mondcitos.
Além disso, a NE realiza sua regulacdo por feedback negativo da granulopoiese, por
meio da clivagem do fator estimulador de colénia de granulocitos. A proteina
azurocidina (CAP37) presente nos neutrofilos, de acordo com LEE et al (2003), também
possui atividade quimiotatica para monécitos e, no endotélio, expressa moléculas de
adesédo (ICAM-1, VCAM-1 e E-adesina), 0 que resulta na fixacdo de mondcitos e
neutrofilos no endotélio. A proteina calreticulina, presente na superficie dos mondcitos,
por sua vez reage com a CAP37 resultando assim na ativacdo dos mondcitos e
consequente producédo de IL-6. A IL-6, por sua vez, estimula a producdo de proteinas

de fase aguda.
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Confirmando os resultados observados neste estudo, onde a ativacdo dos
leucécitos estimula a producao de fatores inditores de PFA, JACOBSEN et al (2009),
avaliando a resposta de fase aguda em diferentes cirurgias em cavalos, constatou que
cavalos, no pré-operatorio, com leucograma e/ou concentracfes de fibrinogénio no
limite superior do intervalo de referéncia tinham niveis mais elevados de IL-6 no pos-
operatério do que cavalos, no pré-operatério, com leucograma e/ou niveis de
fibrinogénio no limite inferior do intervalo de referéncia.

De acordo com CRUICKSHANK et al (1990), cirurgias abdominal e toracica, de
maior extensdo, causam maior liberacdo de IL-6 e PFA do que cirurgia musculo-
esquelética. Ainda, segundo esses autores, as células peritoneais produzem Vvarios
tipos de citocinas, incluindo IL-6, e a laparotomia mostrou provocar grandes aumentos
no concentracdes de citocinas no liquido peritoneal e, assim, possivelmente afetar a
magnitude da resposta de fase aguda no poés-operatério. GRANDE et al (2002),
também avaliando a resposta de fase aguda em diferentes cirurgias, observou que as
concentracfes de IL-6 sdo mais elevadas no poés-operatorio de cirurgias abertas
convencionais do que em procedimentos minimamente invasivos.

As PFA tiveram participacdo importante na resposta inflamatéria, em ambos os
grupos, sendo a primeira resposta efetora ao injurio estabelecido. O grupo CN
apresentou um padrdao comportamental bem distinto do apresentado pelo grupo CE,
indicando a presenca de um processo em evolucdo. As meédias das concentracdes
séricas de PT em CN foram menores que as observadas em CE, havendo
hipoproteinemia em CN, durante a Fase Inicial, e hiperproteinemia em CE, durante a
Fase Final. VALADAO et al (1996) explicaram que a hipoproteinemia ocorre por
comprometimento da integridade da parede intestinal, o que acarreta alteragéo vascular
e consequente extravasamento de fluidos e de elementos plasmaticos para o interior da
alca intestinal e/ou cavidade peritoneal. A hiperproteinemia encontrada em CE sugere
que ocorreu resposta inflamatoria estimulada pelo ato cirargico e pela propria leséo
entérica.

De acordo com JACOBSEN, 2007 e DI FILIPPO et al, 2010, na cdlica é

frequente o desenvolvimento de processos inflamatorios e infecciosos, ndo s6 em
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decorréncia direta da sindrome, mas também secundariamente ao trauma cirdrgico.
Ademais, procedimentos cirargicos e processos inflamatérios induzem a resposta inicial
do organismo, desencadeando alteracdes fisioldgicas, denominadas resposta de fase
aguda da inflamacé&o, que culminam em modificacdo do metabolismo hepatico, com
aumento da producao de PFA (TAKIGUCHI et al., 1990).

De modo geral, o estimulo a sintese de PFA ocorre no periodo de seis a oito
horas ap0és a injuria, sendo que a concentracdo maxima € alcancada em dois a cinco
dias. Porém, o pico e a persisténcia das concentracfes plasmaticas destas proteinas
dependem do metabolismo, extravasamento vascular e deposi¢cdo tecidual (JAIN,
1993), o que justifica a participacdo destas proteinas na resposta inflamatéria durante
toda a fase experimental.

As concentracdes de AGP, em CE, elevaram-se em 23% (CEss), 30% (CEg3) e
116% (CEs4) enquanto que em CN este aumento foi de 131% (CNg;) e 208% (CNsgy),
entre M2 e M4, quando comparadas aos valores de referéncia 0,08 — 0,013 mg/mL,
segundo ALBANI et al, (1984). Ainda, segundo estes autores, as concentracdes de
AGP podem aumentar 2 — 5 vezes durante doencas inflamatérias, como o observado
no ensaio em questdo. A IL-8, IL-1, IL-6 e os glicocorticbides sdo os maiores
moduladores da producdo AGP pelos hepatécitos (FOURNIER et al, 2000). AGP &
considerada um agente anti-inflamatério e imunomodulador devido a sua atividade anti-
neutrofilica e anti-complemento in vitro e in vivo (WILLIAMS et al, 1997). Segundo
SHIIAN et al (1996), os mondcitos e leucdcitos polimorfonucleares (PMN) séo as células
alvo principais para AGP. Esta afirmacao explica a interagdo observada em CN entre a
AGP e os mondcitos durante a Fase Final (Tabela 3) e a interacdo observada em CE
entre a AGP e os basodfilos durante a Fase Inicial (Tabela 4). AGP pode ainda estar
relacionada com a gravidade do processo inflamatério/ infeccioso, visto que FAGLIARI
et al (2008) e DI FILIPPO et al (2010) observaram que equinos com cdlica que néo
sobreviveram apOs tratamento cirargico apresentavam niveis superiores de AGP,
guando comparados a animais sobreviventes.

Para a espécie equina, as proteinas SAA, AGP, Hp e Cp séo consideradas as

PFA mais importantes. Destas, a SAA é uma proteina de fase aguda maior, enquanto
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AGP, Hp e Cp séo proteinas de fase aguda moderada. As proteinas de fase aguda
moderadas, como a Hp E Cp, respondem a um estimulo com um aumento de sua
concentracdo de 5 — 10 vezes durante a ativacdo, alcancando pico apos 2 — 3 dias e
diminuem sua resposta mais lentamente que as proteinas de fase aguda maiores
(ECKERSALL, 2010). Confirmando essas afirmacgdes, observou-se que as
concentracbes de Hp, em CN e CE, elevaram-se ao longo do periodo experimental,
alcancando pico durante a Fase Final. Porém, as concentracdes de Hp do grupo CE
permaneceu dentro dos valores de normalidade de 2 — 10 g/L (CRISMAN et al, 2008);
ja no grupo CN, as concentra¢cBes de Hp aumentaram acima dos valores refenciados.

Corroborando os achados deste ensaio, estudo realizado por FAGLIARI et al.
(2008) revelou aumento nos niveis de haptoglobina em equinos com coélica, mesmo
antes do procedimento cirdrgico. Ademais, demonstrou que equinos com cdlica que nao
sobreviveram apresentavam valores de haptoglobina superiores aos sobreviventes.

O padréo de resposta inflamatéria do grupo CN, durante a Fase Final do
experimento, apresentou interacao entre Hp e os mondcitos. Essa interacao se deve as
caracteristica da Hp e dos mondcitos. A haptoglobina é uma a,-globulina responsavel
pelo transporte de hemoglobina nas células do sistema mononuclear fagocitario, para
gue haja a recuperacéo do ion ferro durante o processo de hemocaterese e na defesa
contra microorganismos (MURATA et al, 2004). O ferro, por sua vez, € denominado um
reagente de fase aguda negativo em cavalos e outras espécies, e recentemente
mostrou-se um indicador muito sensivel na inflamacdo sistémica em cavalos
(JACOBSEN et al, 2009).

O grupo CE também apresentou um padrao de resposta inflamatoria distinto
durante a Fase Final, havendo interacdo entre Hp e os eosindfilos. Uma possivel
explicacdo para esta interagcdo € que durante a cirurgia de colica a manipulacdo do
intestino é inevitavel. Em cavalos, as reacfes inflamatorias intestinais tém sido descritas
apos isquemia-reperfuséo, infeccao parasitaria e colite experimentalmente induzida. As
células inflamatdrias envolvidas na inflamacéo incluem eosindfilos e neutréfilos, que sao
parte da populacdo de células residente na submucosa e mucosa do intestino . Dentro

da mucosa intestinal de cavalos saudaveis, um maior numero de eosinodfilos esta
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presente no ceco, célons ascendente e transverso, do que no estdmago, duodeno,
jejuno e colons descendentes. As funcbes dos eosindfilos no intestino ndo sao
completamente compreendidas, embora sab-se que eles desempenham um papel
importante na doenca inflamatoria do intestino em varias espécies, incluindo cavalos, e
estdo bem equipados para iniciar e manter uma reac¢ao inflamatéria local (HOPSTER-
IVERSEN et al, 2011).

A Ceruloplasmina, como uma enzima, que € um eliminador universal de radicais
livres, possui atividades de ferroxidase, cuproxidase, superoxido-desmutase,
peroxidase glutationa dependente e NO-oxidase. A Cp equina é considerada uma PFA
positiva, moderada, e classifica-se como uma a,-globulina. Segundo MURATA et al.
(2004) e CERON et al. (2005), as a,-globulinas s&o induzidas pela IL-6, elevam-se mais
tardiamente e, assim permanecem por varias semanas. Corroborando a afirmacao, os
resultados apresentados mostram que os grupos CN e CE apresentaram maiores
concentracdes de Cp na Fase Final do experimento.

FAGLIARI & SILVA (2002), SAQUETTI et al (2008) e DI FILIPPO et al (2010),
também observaram aumento das fragcdes cerulosplasmina, haptoglobina e aj-
glicoproteina acida em equinos com célica submetidos a laparotomia para correcao de
torcdo de colon maior, compactacao de colon maior e encarceramento nefroesplénico
de colon maior, em animais submetidos a obstrucdo experimental do célon menor, e
animais submetidos a obstrucdo de duodeno, ileo e colon maior, respectivamente.
Durante a Fase Inicial observou-se no grupo CN uma interacdo negativa entre Cp e 0s
linfocitos. Esta interacdo negativa possivelmente ocorreu devido a capacidade de Cp
inibir a atividade pro-oxidante das enzimas leucociticas, quando se liga a
mieloperoxidase (MPO) (SEGELMARK et al, 1997).

7. CONCLUSAO

A resposta inflamatoria em equinos acometidos por célica natural mostrou-se

mais intensa, apresentando maiores concentracdes de proteinas de fase aguda e
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resposta inflamatéria toxica, demonstrada pela leucocitose por neutrofilia e desvio a
esquerda.

Os equinos submetidos a obstrucdo experimental apresentaram resposta
inflamatoria ao modelo de obstrucéo instituido, apresentando elevacdo nos valores das
PFA e leucocitos, mesmo para o0 grupo controle.

As proteinas de fase aguda alfa-1 glicoproteina acida, haptoglobina e
ceruloplasmina mostraram-se eficientes marcadores da resposta inflamatoria, alterando
suas concentracées de acordo com a evolu¢gdo do processo e suas concentragdes
séricas podem ser utilizadas como indicadores prognésticos e de evolugcdo do abdémen

agudo em equinos.
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A- SOLUCOES EMPREGADAS NA ELETROFORESE (SDS-PAGE)

GEL DE SEPARACAO A 10%

v

v
v
v
v
v
v
v

11,9 mL de agua deionizada

59 mL de TrisHCI2 M, pH 8,8 + 0,1

10,5 mL de Acrilamida/Bis (30% T/ 1,87 C)

1,7 mL de glicerol

0,63 mL de EDTA0,5M,pH 8,3+0,1

0,63 mL de lauril sulfato de sédio (SDS) a 10%

242 uL de persulfato de aménio a 10% preparado no dia do uso

27 pL de TEMED

GEL DE EMPILHAMENTO A 4%

v

v
v
v
v
v
v
v

3,95 mL de 4gua deionizada

0,6 mL de Tris HCI| 0,617 M, pH 6,8 £ 0,1

1 mL de Acrilamida/Bis (30% T/ 1,87% C)

300 uL de glicerol

123 uL de EDTA0,5M, pH 8,3+£0,1

123 uL de lauril sulfato de sédio (SDS) a 10%

60 uL de persulfato de amonio a 10% preparado no dia do uso
13 uL de TEMED

TRIS HCI -2 M - pH 8,9 (GEL DE CORRIDA)

Tris Base (PM: 121,1)

Completar para 500 mL com agua deionizada.

Acertar para pH 8,9;

Filtrar a solucdo e guardar em geladeira.
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TRIS HCI 0,617 M (GEL EMPILHADOR)

THS BASE (PM: 121,1) ittt ettt e e e e e e e e e e e e a e e 7,475¢9
Completar para 100 mL com agua deionizada.

Acertar para pH 6,8;

Filtrar a solucdo e guardar em geladeira.

ACRILAMIDA/BIS (30% T /1,87% C)

Acrilamida para eletroforese Sigma (PM: 71,08) .......cooovviiiiiiiiiiiiiiiiieiieee e, 73,69
N,N metileno bisacrilamida para eletroforese Sigma ............cooveiiiiiiiiiiiiieiieieeeeeen 1,49
Completar para 250 mL com agua deionizada;

Aquecer se necessario.

EDTAO0,5M
(Etilenodinitrilo) acido tetracético tetrassodico (PM: 380,2) .......ccveeeeeiviiiiieneeennnne. 19,01g
Completar para 100 mL com agua deionizada.

Acertar para pH 8,3.

LAURIL SULFATO DE SODIO (SDS) 10%
Lauril sulfato de sodio Sigma (PM: 288,4) ..........uuiiiiiiiiiiiiiiiiie e 10,09

Completar para 100 mL com agua deionizada.

COOMASSIE BLUE 0,2% (BRILLIANT BLUE R — 250)

MeEtanOl ... 500 mL
oS To (o JE= o= 11 TP 100 mL
AQUADT AESHIATA. ...ttt ettt 400 mL
Coomassie blue (Brilliant BIU€ R) ......ccooiiiiiieeeeeeee e 2,09

Deixar em repouso durante duas horas e filtrar.



42

GEL MIX (TAMPAO DA AMOSTRA PARA PROTEINAS DESNATURADAS)

Lauril SUlfato de SOAIO 100 .....cvveniieiee ettt e e e et e e e e e e e e e e eeeans 10,0 mL
EDTA 0,5 M oottt e e e e e e e e et e e e e e e e e e e anaes 4,0 mL
Tris fosfato 0,617 M, PH 6,8 .....cooiiiiiieeeecrrr e 5,0mL
AV LT or=T o] (o= = 1 o PSPPSR 3,0mL
] [0 T (o | 10,0 mL
AQUA JEIONIZATA ...ttt 18,0 mL
Azul de bromofenol (Bromphenol BIUE) ...........uueiiiiiiiiiiiiciiieee e 5,0 mg

Separar em fragdes de uso (450 ou 900 uL) — manter no freezer até o momento do uso.

PERSULFATO DE AMONIA 10%
Persulfato dE AMONIA .......ouuiii et e e e e e e e et e e e e e e e e e eaaaes 0,19
AQUA JEIONIZATA ...t ettt e e e e e 1,0 mL

(Preparar no momento da confeccéo do gel).

DESCORANTE
1= = T 250,0 mL
ACIHO ACEBLICO oo et e e e e et e et e e e e e e e e e e e 100,0 mL

Completar para 1.000 mL com agua deionizada.
Para acelerar o processo de descoloracdo, os geéis podem ser colocados em estufa a
40°C.

TAMPAO DE CORRIDA CONCENTRADO (10X)

QI 4 £ 1F= 1= 1T 63,29
] [0 [ 0 = 39,99
] 1 S 10,09

Completar para 1.000 mL com agua deionizada.

Obs: para o uso na corrida usar o tampao de corrida diluido.
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TAMPAO DE CORRIDA DILUIDO (tampé&o de uso na cuba)
Medir 100 mL do tampéo de corrida concentrado (10X) e completar o volume para
1.000 mL.

PREPARAQAO DAS ALIQUOTAS DO MARKER E DAS PROTEINAS PURIFICADAS
8 uL de marker

2 uL de gel mix

Congelar até o momento do fracionamento ou preparar na hora do uso.

PBS — CALCIO FREE (TAMPAO FOSFATO SALINA)

N = T PSR 2,09
O SRR 0,0625¢g
(N2 i | 129

HoO ettt rar et aaaaaaaaaaaaaaaan 0,2875¢g
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