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“PROTEINAS DE FASE AGUDA NO SORO SANGUINEO E NO LiQUIDO
PERITONEAL DE EQUINOS SUBMETIDOS A OBSTRUCAO INTESTINAL
EXPERIMENTAL”

RESUMO - A sindrome célica € uma das urgéncias mais frequentes na clinica de
equinos. Os estagios iniciais da reacao inflamatéria incluem alteragbes denominadas
resposta de fase aguda. Com o objetivo de avaliar esta resposta realizou-se o perfil
eletroforético das proteinas séricas e do liquido peritoneal de equinos submetidos
obstrucao intestinal experimental. Utilizaram-se 21 equinos, cuja obstrucao intestinal foi
instituida em segmentos de duodeno - GD (n=6), ileo - Gl (n=6) ou cdlon dorsal
esquerdo - GM (n=6). Além disso, instituiu-se um grupo controle instrumentado - GC
(n=3). As colheitas das amostras de sangue e de liquido peritoneal foram realizadas
antes (T0), durante as obstrucées (T1-T3) e, apos as desobstrucdes (T4-T174). A
proteina total foi determinada pelo método do biureto e as fragbes protéicas obtidas por
eletroforese em SDS-PAGE identificaram as proteinas de fase aguda (PFA) IgA,
ceruloplasmina, transferrina, albumina, 1gG-CP, haptoglobina, alfa-1-glicoproteina
acida, IgG-CL e P24. Houve aumento nas concentragdes sérica e peritoneal de todas
as PFA nos quatro grupos. Os resultados foram associados a lesao entérica, resultante
do modelo de obstrugdo e a laparotomia. O fracionamento eletroforético das PFA, no
liquido peritoneal, foi padronizado de modo a estabelecer a curva padrdo para equinos
higidos; ademais, verificou-se que o referido fracionamento protéico mostrou-se mais
sensivel e eficaz no diagnéstico de processos inflamatérios abdominais e, portanto,
deve ser priorizado no monitoramento da evolugédo do processo de cura abdominal € no

diagnostico de complicagdes pds-operatdrias em equinos com célica.

Palavras-chave: cdlica, eletroforese, cavalos, resposta de fase aguda, peritonite
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“Acute Phase Proteins in serum and peritoneal fluid of horses submitted to

experimental intestinal obstruction”

SUMMARY - The colic syndrome is one of the most frequent urgencies in the clinic of
horses. The initial stages of the inflammatory reaction include a series of modifications
called the acute phase reaction. Aiming to evaluate this kind of reaction the
electrophoretic profile of the serum proteins and peritoneal fluid of horses submitted to
experimental obstruction of the intestine was performed. Twenty one horses were
submitted to intestinal obstruction at the duodenal portion - GD (n=6), ileum Gl (n=6) or
dorsal left colon GM (n=6). A control group was also instituded - GC (n=3). The blood
and peritoneal fluid samples were obtained before (T0), during the obstructions (T1-T3)
and after the desobstructions (T4-T174). The total protein was determined by the biuret
method and the protein fractions were obtained by electrophoresis in SDS-PAGE wich
identified the acute phase proteins (APP) IgA, ceruloplasmin, transferrin, albumin, IgG-
CP, haptoglobin, alpha-1-acid glycoprotein, IgG-CL and P24. There was an elevation in
all acute phase proteins studied in the serum and peritoneal fluid of all four groups
observed. The results were associated to hepatic lesion due to the kind of experimental
model of obstruction adopted and laparotomy. The electrophoretic fractioning of the APP
in the peritoneal fluid was standardized to establish a standard curve to healthy horses.
It was also verified that the protein fractioning showed to be more sensitive and efficient
in the diagnosis of abdominal inflammatory processes therefore it should be prioritized in
the monitoring of the process of abdominal healing evolution and in the diagnose of

post-operative intercurrence in horses with colic.

Keywords: colic, electrophoresis, horses, acute phase response, peritonitis



1. INTRODUCAO

Por possuir peculiaridades anatémicas em seu aparelho digestério, a espécie
equina apresenta predisposicao a alteragdes morfofisiolégicas graves, responsaveis por
sinais de dores abdominais intensas, conhecidas como célica ou abdémen agudo
(PEIRO & MENDES, 2004). Como consequéncia & injdria, trauma ou infecgdo de um
tecido, desenvolve-se no hospedeiro uma série complexa de reacdes metabdlicas e
sistémicas que tem como finalidade inibir a continuidade do dano tecidual, isolando e
destruindo o agente agressor e ativando o processo de reparagdo necessario ao
retorno do organismo as fungdes normais (MURATA et al., 2004). Ha liberagdo de
amplo espectro de mediadores por parte dos macrofagos teciduais e por mondcitos e
linfécitos sanguineos, dos quais as citocinas, principalmente o fator de necrose tumoral
e as interleucinas IL-1 e IL-6, sdo os principais mediadores da sintese das proteinas de
fase aguda (PFA).

A determinagédo das concentracdes das PFA vem se tornando um procedimento
valioso para o entendimento dos processos fisiopatoldgicos, sendo utilizada em animais
sadios e doentes. Pesquisas recentes tém evidenciado que a qualificagdo e
quantificacdo das PFA podem subsidiar o diagnéstico e trazer valiosas informacoes
progndésticas e de monitoramento de doencas (MURATA et al., 2004; PETERSEN et al.,
2004).

Monitorar a resposta inflamatoéria pode ser um desafio clinico, porque os sinais
da inflamagao nem sempre se manifestam clinicamente. Sob certas circunstancias, a
bioquimica sanguinea e/ou teste hematoldgico podem ser necessérios para identificar
doencas inflamatérias indiscerniveis. Neste sentido, poucos estudos tém sido realizados
para avaliar alteracbes no quadro de proteinas de fase aguda, em equinos com cdlica.
Deste modo, a utilizagao de técnicas confiaveis e com boa reprodutibilidade revela-se
de grande valia e de singular aplicabilidade, especialmente para identificar, diferenciar e

quantificar estados inflamatérios na sindrome célica.



2. REVISAO DE LITERATURA

A sindrome colica € uma das principais causas de urgéncia cirurgica em equinos.
Apesar dos avangos nos métodos de diagnostico, nas técnicas anestésicas e cirurgicas,
e na terapia pds-operatéria, a taxa de morbimortalidade permanece elevada. O
desencadeamento do quadro de coélica, 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 animal para que a afeccdo se desenvolva (LARANJEIRA &
ALMEIDA, 2008). Tais fatores, isolados ou combinados, internos ou externos, podem
interagir de varias formas dando inicio a mudancas fisiol6gicas as quais podem levar ao
desenvolvimento da célica (TRAUB-DARGATZ, 2001).

Considera-se que as indigestdes favorecam a passagem de bactérias e toxinas
do lumen intestinal para a corrente sanguinea, contribuindo para a manifestagcdo de
sinais sistémicos, tais como o choque séptico em equinos (WEISS et al.,, 1997). As
alteracbes ocorridas nas algas intestinais repercutem diretamente na composi¢cao dos
fluidos organicos (VALADAO et al., 1996), alterando-os na dependéncia do tempo,
localizagdo e gravidade do processo de obstrugcdo (NAPPERT & JOHNSON, 2001).
Pesquisas recentes tém evidenciado que a qualificacdo e quantificagdo das PFA podem
subsidiar o diagnéstico e trazer valiosas informagdes prognésticas e de monitoramento
de doencas (MURATA et al., 2004; PETERSEN et al., 2004).

A maioria dessas PFA séo glicoproteinas sintetizadas pelos hepatécitos, que
surgem precocemente na circulacdo sanguinea (CARAPETO et al., 2006; JACOBSEN,
2007), mormente durante processos inflamatérios (JACOBSEN, 2007). O interesse por
tais proteinas se fundamenta no seu potencial uso como indicadoras precoces e
confidveis da presenca, grau e tempo de evolucdo de alguma forma de doenca
inflamatéria ou inflamacdo, incluindo doencas malignas (MURATA et al., 2004;
VANDENPLAS et al.,, 2005; JACOBSEN et al., 2005). A resposta de fase aguda é
considerada um processo dindmico envolvendo mudangas metabdlicas e sistémicas,
como febre e leucocitose (TAKIGUCHI et al., 1990; GODSON et al., 1996), que



constituem mecanismos de defesa nao especificos, e precoces, contra insultos até que
a imunidade especifica seja deflagrada (CERON et al., 2005; CARAPETO et al., 2006;
JACOBSEN, 2007).

A resposta de fase aguda inclui mudangas na concentragdo das PFAs, algumas
delas diminuem sua concentragdo (PFA negativas), tais como a albumina e a
transferrina, enquanto outras aumentam-na (PFA positivas), como por exemplo,
proteina C reativa, aj.glicoproteina &cida, amiléide A sérico, haptoglobina e
ceruloplasmina (MURATA et al., 2004). Também ¢é importante considerar que as PFA
se subfracionam, de acordo com seu peso molecular e densidade de cargas, em
cadeias alfa (a), beta (B) e gama (y) (MURATA et al., 2004; PETERSEN et al. 2004;
CERON et al. 2005). As a; (aj.antitripisina e a as.glicoproteina acida) sdo induzidas
principalmente pela citocina IL-1 e se caracterizam por elevarem-se precocemente apos
infeccao ou injuria tecidual e normalizarem-se rapidamente apds o término do estimulo.
Por sua vez, as a, (axmacroglobulina, ceruloplasmina, amiléide A e haptoglobina)
induzidas pela IL-6, elevam-se mais tardiamente e segundo MURATA et al. (2004) e
CERON et al. (2005), assim permanecem por varias semanas.

A fracdo B do tracado eletroforético integra numerosas proteinas (hemopexina,
transferrina, ferritina, fibrinogénio, complemento, proteina C-reativa e amildide A) que
apresentam pico entre sete e 10 dias apds o estimulo inflamatério e que, segundo
MURATA et al. (2004) podem permanecer elevadas por varias semanas. As proteinas
da fragdo vy incluem, principalmente, as imunoglobulinas (IgA, IgM, 1gG e IgE)
sintetizadas pelo sistema imunolégico em resposta a estimulo antigénico,
principalmente viral e, segundo PETERSEN et al. (2004), uma poligamopatia também
pode ser observada em doencgas inflamatérias cronicas.

Com relagao a funcao biolégica da resposta de fase aguda, PETERSEN et al.
(2004) afirmaram que apesar das PFA traduzirem uma resposta a uma injuria tecidual,
podem participar da protecdo ao hospedeiro. As concentragdes séricas das proteinas
de fase aguda relacionam-se a severidade da afeccdo e a extensdo das lesdes
teciduais experimentadas pelo paciente; portanto, suas qualiquantificacdes podem



prover informacdes diagndsticas e progndsticas importantes, se mensuradas em tempo
ideal (MURATA et al., 2004).

Na pratica da medicina interna dos equinos, existem inumeros testes que
permitem a identificacdo e a mensuragdo da resposta inflamatéria aguda, dentre os
quais, a dosagem da haptoglobina (MILLS et al., 1998), da ceruloplasmina (OKUMURA,
1991) e da proteina-C reativa. Estudos recentes tém sido realizados para quantificar
outros indicadores de resposta inflamatéria aguda e avaliar seu valor prognéstico,
dentre os quais incluem-se a concentracao de trombina-antitrombina Ill, plasminogénio,
a-2-antiplasmina, inibidor de C1-esterase, amil6ide-A sérico, proteina ligadora de
lipopolissacarideo e concentragdo sérica de ferro (VANDENPLAS et al., 2005;
JACOBSEN et al., 2005; MILLER et al., 2006). Sabe-se ainda que a mensuracao da
atividade da anti-trombina e do tempo de tromboplastina parcial ativada permitem a
identificacdo de resposta inflamatéria aguda associada a anormalidades hemostaticas
em equinos com codlica (STOKOL, 2005; FEIGE et al., 2003). Entretanto, estes testes
apresentam pouca validade e/ou meios ineficientes de padronizacdo, ndo permitindo
avaliagdo rotineira na pratica da clinica (TAMZALI et al., 2001). Ademais, estudos
recentes (JACOBSEN, 2007; DI FILIPPO et al., 2008) tém demonstrado que as PFA
séo sintetizadas de forma extra-hepatica, particularmente nas células endoteliais € no
epitélio de érgdos que se comunicam com o0 meio externo tais como, a glandula
mamaria, o sistema respiratério e o trato gastrintestinal. E, segundo JACOBSEN (2007),
a determinagéo das concentragGes locais das proteinas de fase aguda, pode fornecer
informagdes sobre o estado inflamatério/infeccioso de um 6rgéo de particular interesse,
e, portanto, aumentar a precisao no estabelecimento do diagnostico.

Assim sendo, o fracionamento eletroforético representa um dos mais confiaveis
métodos de identificacdo de PFA, cujas técnicas de eletroforese utilizadas em medicina
veterinaria tém como matrizes fitas de acetato de celulose (BORGES et al., 2001) ou
filmes de agarose (GAMA et al., 2007), as quais apresentam valor limitado porque
permitem o fracionamento de apenas cinco a sete grupos de proteinas. GORDON
(1995) relatou que a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil



sulfato de sédio (SDS-PAGE) é relativamente simples e de baixo custo, possibilitando a
visualizacao de concentracdes séricas extremamente baixas e a identificacdo de 20 a
30 proteinas, necessitando microquantidade de amostra (GORDON, 1995). De modo
geral, no caso do fracionamento de proteinas, os géis de poliacrilamida tém sido
preferidos, gragas ao seu maior poder de resolucao, podendo discriminar e identificar
de 20 a 30 proteinas (SAQUETTI et al., 2008). Além disso, géis de poliacrilamida séo
muito translucidos, caracteristica esta que possibilita, se for o caso, a quantificagdo da
atividade enzimatica por densitometria (ALFENAS & BRUNE, 1998). Com o uso dessa
técnica, foi possivel identificar 19 fracdes no proteinograma sérico de equinos com
laminite (FAGLIARI, 1997).

O eletroforetograma caracteriza-se como método corrente na identificagdo de
proteinas e vem se tornando valioso para o entendimento dos processos
fisiopatologicos a medida que aporta informagdes sobre elevacdes e decréscimos nas
concentracoes séricas das diferentes fracdes protéicas. Embora as alteracdes nos
padroes das fracdes protéicas ndo sejam caracteristicas de uma doenca, em particular,
podem trazer importantes informagdes diagnésticas, quando usadas em conjunto com
outros achados clinico-patolégicos (THOMAS, 2000).

Assim, no ensaio em tela, objetivou-se avaliar e comparar as concentracoes
séricas e peritoneais das proteinas de fase aguda em equinos submetidos a obstrugcao
experimental do duodeno, ileo ou célon maior. Tais concentragbes foram, ainda,

correlacionadas ao segmento intestinal obstruido, bem como ao tempo de obstrugéo.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos infraestruturais

O ensaio foi conduzido nas dependéncias da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias (FCAV) da Universidade Estadual Paulista (Unesp), Céampus de
Jaboticabal-SP. As dosagens das proteinas totais foram conduzidas 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.

3.2 Animais

Para obtencdo das amostras de sangue, soro sanguineo e liquido peritoneal
utilizaram-se 21 equinos', sem raca 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+432,7kg. Uma semana antes do inicio do ensaio, apds avaliacao clinica que
incluiu frequéncia cardiaca (FC, em bat/min), por meio de auscultagdo durante 01
minuto; frequéncia respiratéria (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 4gua & vontade. A racdo concentrada comercial* foi
fornecida duas vezes ao dia, em quantidade equivalente a 1% do peso corpéreo (2,5 a
3,4kg), adicionada de 50g/dia de suplemento mineral®. Apds essa adaptacdo, os
animais foram identificados e a distribuicdo entre os grupos ocorreu aleatoriamente,

utilizando-se de sorteio dos animais.

3.3 Delineamento experimental
Para realizacdo do ensaio, que propiciou 0 armazenamento e analise das
amostras bioldgicas, aqui consideradas, foram estabelecidos trés grupos experimentais,

cujas obstrucdes intestinais foram instituidas em trés diferentes segmentos intestinais e

! Material obtido do estudo “Obstrugéo intestinal em eqtiinos: Parametros clinicos e laboratoriais” - Processos Fapesp n®: 06/55377-
8 e 05/58712-0, aprovado pela Comissao de Etica e Bem Estar Animal, protocolo nimero 023232-05.
2 Platelmin Eqiino — UCB S.A.
® Butox P — Intervet S.A.
Tec Horse — Purina.



cujos grupos incluiram seis animais/grupo. Trés animais compuseram o grupo controle
ou instrumentado, e foram submetidos somente a laparotomia e, subsequentemente,
cada animal teve uma alga intestinal manipulada, mas né@o obstruida, correspondente a
cada por¢ao obstruida em cada grupo.

e Grupo Controle (GC, n=3): Animais submetidos a todas as manobras e métodos
aplicados aqueles dos outros grupos, com excegao da obstrucao intestinal.

e Grupo Duodeno (GD, n=6): Animais submetidos a obstrugcdo de um segmento do
duodeno, a aproximadamente 50 cm do piloro, sem danificar seu suprimento
sanguineo.

e Grupo lleo (Gl, n=6): Animais submetidos a obstrucdo de um segmento do ileo, a
aproximadamente 5 cm do ceco, sem danificar seu suprimento sanguineo.

e Grupo Célon Maior (GM, n=6): Animais submetidos a obstrugcdo de um segmento
do célon dorsal esquerdo (flexura pélvica), sem danificar seu suprimento
sanguineo.

Os animais foram contidos em brete, e apds tricotomia e antissepsia da fossa
paralombar, sedados com acepromazina 1%° (0,025mg kg, IV), cloridrato de xilazina
2%’ (0,5mg kg, IV) e meperidina® (4mg kg, IM). Ato continuo procedeu-se anestesia
local infiltrativa, utilizando-se da associagdo (1:1) de lidocaina 2%° e de bupivacaina
0,75%'°, ambas sem vasoconstritor. Com os animais em estacdo conduziu-se 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, foi posicionado ao redor da alca intestinal, e apdés o seu fechamento
iniciou-se a obstrucao intestinal, segundo modelo descrito por DATT & USENIK (1975).

Neste exato momento os animais receberam 1,5mg kg™, 1V, de cloridrato de tramadol'".

® Omolen Ephos — Purina.

® Acepran 1% - Univet S.A.

7 Virbaxil 2% — Virbac.

8 Dolosal — Cristalia.

® Lidovet — Bravet.

"% Neocaina 0,75% - Cristalia.
" Tramal - Cristalia.



Na sequéncia procedeu-se sutura simples continua dos mdusculos transversos do
abdémen e da pele, utilizando-se de vicryl n°2-0 e ndilon n%, respectivamente. As
obstrugdes foram mantidas por trés horas e, apdés este periodo, promoveu-se a
reversdo das obstrugcbes, tendo como acesso € manobras cirlrgicos 0S mesmos
utilizados na sua instituicido. Os drenos foram entdo removidos e as cavidades
abdominais fechadas de acordo com a técnica descrita por TURNER & McILWRAITH
(2002).

No pOs-operatoério instituiu-se terapia antimicrobiana a base de penicilina
benzatina'?, na dose de 30.000Ul kg™, IM, a cada 48 horas, perfazendo trés aplicagdes.
Como analgésico e anti-inflamatério, administrou-se flunixin meglumine' na dose de
0,5mg kg™, IV, a cada 24 horas, durante dois dias. As feridas cirtrgicas foram tratadas
com polivinilpirrolidona-iodo tdpica a 1%, duas vezes ao dia até a retirada dos pontos
no 102 dia pds-operatorio.

O protocolo experimental foi devidamente apreciado e aprovado pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA), da FCAV/Unesp, Campus de Jaboticabal, conforme
protocolo n® 023232-05.

3.4 Coleta dos dados
3.4.1 Avaliacoes laboratoriais

Os exames clinicos e as colheitas de sangue e de liquido peritoneal, e posterior
armazenamento das aliquotas de soro sanguineo e de liquido peritoneal foram
conduzidos no periodo pré-cirurgico (T0) e a intervalos de uma (1) hora até completar
trés horas de obstrucdo (T1, T2 e T3). Apds reversdo cirurgica dos processos
obstrutivos, as respectivas amostras foram colhidas, a intervalos de uma (1) hora ou 30
minutos, até completar trés horas de desobstrucao (T4, T4,5, T5,5 e T6) e, apds este
periodo, a intervalos regulares de 24 horas até o quinto dia e intervalo de 48 horas para
o sétimo dia pds-operatério (T30, T54, T78, T102, T126 e T174). As colheitas de

'2 Pentabidtico Veterinario Reforgado — Fort Dodge.
'3 Flunixina Injetavel — UCB S.A.



sangue foram obtidas por venipuncado jugular mediante utilizacdo de um catéter.
Colheram-se 10mL de sangue, de cada equino, sem anticoagulante para sinérese e
obtencdo do soro sanguineo. Para colheita do liquido peritoneal, efetuou-se tricotomia
mediana ventral, de 10 cm x 15 cm, seguida da antissepsia e infiltracdo de anestésico
local. Em seguida, com uma lamina de bisturi procedeu-se uma pequena incisdo na
cutis, no plano mediano, por onde foi introduzida, sob pressdo, uma canula mamaria de
60 mm de comprimento, até alcancar a cavidade peritoneal, colhendo-se o liquido em
frascos estéreis, com e sem EDTA.

As amostras de soro sanguineo e de liquido peritoneal, de todos os animais, nos
diferentes momentos de colheitas, foram devidamente envasadas e estocadas a
temperatura de congelacdo, para posterior determinacdo das concentragcbes de
proteinas séricas totais (PST) e bioquimica sérica. De outra parte, aliquotas de soro
sanguineo e de liquido peritoneal foram, também, congeladas para posterior

fracionamento eletroforético das proteinas séricas e peritoneais.

3.5 Procedimentos analitico-laboratoriais
3.5.1 Obtencao das proteinas totais

As amostras de soro sanguineo e de liquido peritoneal foram estocadas em
frascos estéreis e congeladas e, posteriormente, descongeladas e submetidas as
dosagens de proteinas totais. As aliquotas remanescentes foram armazenadas
adequadamente, sob refrigeracdo (4°C), até o momento da analise eletroforética. As
concentracdes de proteinas totais do soro e do liquido peritoneal foram obtidas pelo
método do Biureto, com o auxilio de um conjunto de reagentes' e leituras

espectrofotométricas’.

' Labtest - Sistema de Diagnésticos Ltda. - Lagoa Santa, Brazil.
'3 Labquest - CELM, modelo E-225-D.
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3.5.2 Eletroforetograma das proteinas

Para o fracionamento eletroforético dos diferentes constituintes seroproteicos e
das proteinas do fluido peritoneal procedeu-se corrida eletroforética das respectivas
amostras em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (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 solugcao tampao de pH 8,9 (Apéndice A). As placas
foram preenchidas com o gel de separacao a 10% e, apds polimerizacao, com o gel de
empilhamento a 4% (Apéndice A). Entdo, aguardaram-se algumas horas para
polimerizacdo do material. O préximo passo consistiu no preparo das amostras para o
fracionamento das proteinas adicionando-se 10 pL de soro sanguineo, para o
proteinograma sérico, e 20 uL de liquido peritoneal, para o proteinograma do liquido
peritoneal, diluidos em 30 pL de tampao-fosfato (PBS) (Apéndice A) e 20 pL de gel mix
(Apéndice A) e aquecidas sobre agua em ebulicdo por 10 minutos. Uma aliquota de 5
WL de cada amostra de soro sanguineo e 10 uL de cada amostra de liquido peritoneal
foi depositada em uma determinada cavidade do gel, tendo a primeira e a ultima
amostra de cada gel em duplicata, além da amostra padrdo'’ 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'®. Apds a passagem das amostras do
gel de empilhamento para o gel de separacao, a corrente elétrica foi aumentada em
25% do valor inicial, perfazendo um total de 40 mA. Terminada a separagao, a fonte
elétrica foi imediatamente desligada e o gel, retirado da placa para ser corado durante

' BRL — Bethesda Labs, Gaithersburg, MN, USA.
" Marcador Sigma Marker 6.500 — 200.000.
18 Fotodyne, Fotodyne Inc, Houston, TX, USA.
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duas horas em solucdo de azul de Coomassie 0,2% (Apéndice A) sob agitacao
horizontal constante para uma coloragédo uniforme. Em seguida o gel foi submerso em
solugédo descorante a base de metanol (Apéndice A) para retirar 0 excesso de corante,
até que todo o gel se apresentasse nitido.

Os pesos moleculares e as concentragbes das fragdes 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, aos-antitripsina, haptoglobina, ceruloplasmina, transferrina e
imunoglobulina G (IgG). Para a avaliagdo densitométrica das bandas protéicas

confeccionaram-se curvas de referéncia a partir da leitura do marcador padrao.

3.6 Analise estatistica

Utilizou-se um delineamento inteiramente ao acaso, com quatro grupos
submetidos a avaliagbes em 14 momentos. A analise estatistica dos dados foi
estabelecida por meio da escala logaritmica, onde aplicou-se a equagado log
(observacado + 1). Quando foram constatadas significancias entre grupos, dentro de
cada momento; e entre os momentos, dentro de cada grupo; aplicou-se o teste de
Tukey fixando-se a variancia em p<0,30 e p<0,05 respectivamente, para comparagao

das médias, através do programa estatistico SAS.

4. RESULTADOS

Apoés o fracionamento das proteinas do soro sanguineo, verificou-se, por meio
dos tracados eletroforéticos, a presenca de 22 a 63 fracdes protéicas, cujos pesos
moleculares variaram de 17 a 285 kDa. Dentre as proteinas encontradas nove foram
consideradas como proteinas de fase aguda e de importancia para o estudo em
questao, sendo oito delas identificadas nominalmente: imunoglobulina A (IgA) com peso
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molecular igual a 175 kDa, ceruloplasmina (Cerulo) 110 kDa, transferrina (Transfer) 80
kDa, albumina (Alb) 65 kDa, imunoglobulina G de cadeia pesada (IgG-CP) com 55 kDa,
haptoglobina (Hapto) 42 kDa, ai-glicoproteina acida (Glico. ac) 39 kDa e imunoglobulina
G de cadeia leve (lgG-CL) com 29 kDa. Somente uma, dentre as proteinas
consideradas como de fase aguda, com peso molecular correspondente a 24 kDa (P24)
e nao identificada nominalmente na literatura, p6de também ser observada no tragado
eletroforético.

Com o estabelecimento do tracado eletroforético para o liquido peritoneal (Figura
1) e posterior fracionamento de suas proteinas, verificou-se a presenca de 20 a 53
fracoes protéicas, cujos pesos moleculares variaram de 15 a 318 kDa. Das proteinas
encontradas no liquido peritoneal 10 enquadraram-se no quadro das proteinas de fase
aguda e de importancia para o estudo em questdo, sendo nove delas identificadas
nominalmente: imunoglobulina A com peso molecular igual a 175 kDa, ceruloplasmina
110 kDa, transferrina 80 kDa, albumina 65 kDa, ai-antitripsina (as-antitrip) 58 kDa,
imunoglobulina G de cadeia pesada com 55 kDa, haptoglobina 42 kDa, a;-glicoproteina
acida 39 kDa e imunoglobulina G de cadeia leve com 29 kDa. A proteina considerada
como de fase aguda, com peso molecular correspondente a 24 kDa (P24) e nao
identificada nominalmente na literatura, observada no tracado eletroforético do soro

sanguineo, também se fez presente no liquido peritoneal.
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Tracado eletroforético padrao para liquido peritoneal de equinos higidos

Figura 1. Representagdo grafica de um tracado eletroforético padrdo do proteinograma peritoneal de equinos higidos
pertencentes ao grupo controle (GC) obtido em SDS-PAGE (FCAV/Unesp-Jaboticabal, 2009).
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A proteina aj-antitripsina identificada no fracionamento protéico do fluido
peritoneal esta presente em animais de todos 0s grupos, sendo observada mais
evidentemente nos animais dos grupos GC e GM. Porém, alguns equinos, nos quatro
grupos, nao apresentaram esta proteina ou a mesma esteve ausente em variados
momentos no decorrer da fase experimental. Por este motivo, ndo foi possivel
estabelecer valores ao longo do tempo e analisa-los junto as demais variaveis.

Os valores médios das concentragdes dos constituintes dos proteinogramas
sérico e peritoneal durante a fase experimental, com os respectivos desvios-padrao e
estatistica calculada estdo expressados nas Tabelas do Apéndice B.

Dentre as concentracbes protéicas séricas, as proteinas séricas totais,
imunoglobulina A, ceruloplasmina, transferrina, haptoglobina e alfa-1-glicoproteina
acida apresentaram diferencas significativas (p<0,05) quando analisadas em funcao do
tempo. As demais variaveis, Alb, IgG-CP, IgG-CL e P24, ndo apresentaram diferencas
significativas (p<0,05) quando analisadas em fungdo do tempo, grupo ou interacao
grupo-tempo.

Todas as concentracdes protéicas do liquido peritoneal apresentaram diferencas
significativas (p<0,05) quando analisadas em fun¢ao do tempo. Apenas a variavel IgG-
CP apresentou diferenga significativa (p<0,30) quando analisada em fungcdo da

interacdo grupo-tempo.

4.1 Proteinas séricas totais

Durante toda a fase experimental, a proteinemia encontrada para os
animais dos quatro grupos apresentou comportamento semelhante com diferenga
significativa as trés horas de desobstrucdo (T6), quando comparados aos demais
momentos, para o grupo GM (Tabela 1B e Figura 2). Entretanto, no liquido peritoneal
dos animais dos grupos GC, GD e Gl houve aumento no decorrer dos tempos dentro de
um mesmo grupo quando comparados os periodos pré-operatorio, de obstrucdo e
desobstrucao e pds-operatério (Tabela 4B e Figura 3).
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Figura 2. Representagdo grafica das concentragbes séricas médias de proteinas totais (g/dL) de equinos dos grupos
GC=controle, GD=0obstrugdo de duodeno, Gl=obstrugdo de ileo e GM=obstru¢do de co6lon maior durante a fase de
experimentagao (TO-T3:obstrugao; T4-T6:desobstrugéo e T30-174:p6s-operatéria) (FCAV/Unesp-Jaboticabal, 2009).
* Valores com diferenga significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de comparagéo das

médias.
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Figura 3. Representacdo grafica das concentragdes peritoneais médias de proteinas totais (g/dL) de equinos dos grupos
GC=controle, GD=obstru¢cdo de duodeno, Gl=obstrugdo de ileo e GM=obstrugdo de cdlon maior durante a fase de
experimentacéo (TO-T3:0bstrugdo; T4-T6:desobstrucéo e T30-174:pds-operatéria) (FCAV/Unesp-Jaboticabal, 2009).

* Valores com diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de comparagédo das médias.
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4.2 Imunoglobulina A

Na andlise do tracado eletroforético do soro sanguineo verificou-se, com relagao
a IgA, que o grupo de equinos submetidos a obstrugcdo de célon maior apresentou
aumento na comparagcao do pds-operatério (T78, T102 e T174) e as duas horas de
obstrucdo (T2) com o momento zero. Os grupos GC, GD e Gl ndo apresentaram

alteragdes significativas entre os momentos (Tabela 3B e Figura 4).
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Figura 4. Representagao grafica das concentragdes séricas médias de imunoglobulina A (g/dL) de equinos dos grupos GC=controle,
GD=obstru¢do de duodeno, Gl=obstru¢ao de ileo e GM=obstrugao de célon maior durante a fase de experimentagéo (T0-
T3:obstrugéo; T4-T6:desobstrucédo e T30-174:p6s-operatdria) (FCAV/Unesp-Jaboticabal, 2009).

* Valores com diferenga significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de comparagao das médias.

Para o liquido peritoneal, as médias da concentracdo de imunoglobulina A
variaram em sua totalidade para os grupos, tendo seus valores aumentados ao
comparar o periodo pos-operatério com a fase pré-operatéria e de obstrucao (Tabela
6B e Figura 5).
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Figura 5. Representagdo gréafica das concentragdes peritoneais médias de imunoglobulina A (g/dL) de equinos dos grupos
GC=controle, GD=0obstru¢cdo de duodeno, Gl=obstrugcdo de ileo e GM=obstru¢cdo de célon maior durante a fase de
experimentagéo (TO-T3:obstrugdo; T4-T6:desobstrugéo e T30-174:pds-operatdria). FCAV/Unesp-Jaboticabal, 2009.

* Valores com diferenga significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de comparagao das médias.

4.3 Ceruloplasmina

As médias das concentracdes séricas (g/dL) de ceruloplasmina apresentaram-se
aumentadas quando compararam-se o terceiro e sétimo dia de pos-operatorio (T78 e
T174) as duas horas e meia de desobstrugcéo (T5,5), em cada grupo (Tabela 2B e
Figura 6).

As médias das concentragbes peritoneais (g/dL) de ceruloplasmina elevaram-se
significativamente quando observados os valores referentes ao tempo zero (T0) e o
segundo dia pés-operatorio (T54) apenas para o grupo GM. Os demais grupos GC, GD
e Gl nao apresentaram diferencas (p>0,05) na comparacado das médias (Tabela 5B e
Figura 7).
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Figura 6. Representagéo grafica das concentragdes séricas médias de ceruloplasmina (g/dL) de equinos dos grupos GC=controle,
GD=obstrugdo de duodeno, Gl=obstru¢do de ileo e GM=obstrugdo de célon maior durante a fase de experimentagao
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* Valores com diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de comparagéo das médias.
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Figura 7. Representagdo grafica das concentragdes peritoneais médias de ceruloplasmina (g/dL) de equinos dos grupos
GC=controle, GD=obstru¢do de duodeno, Gl=obstrugao de ileo e GM=obstru¢do de c6lon maior durante a fase de
experimentagao (TO-T3:obstrucédo; T4-T6:desobstru¢ao e T30-174:pds-operatédrio). FCAV/Unesp-Jaboticabal, 2009.
* Valores com diferenga significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de comparagdo das

médias.
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4.4 Transferrina

Ao longo da fase experimental a concentracdo média de transferrina encontrada
no sangue dos animais dos quatro grupos apresentou comportamento semelhante,
porém o grupo GD apresentou valores adicionais (p<0,05) no ultimo dia de poés-
operatorio (T174) quando comparado a fase de desobstrugcéo (T5,5). Nos grupos GC,
Gl e GM nao houve diferenca (p>0,05) (Tabela 1B e Figura 8).
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Figura 8. Representagdo grafica das concentragdes séricas médias de transferrina (g/dL) de equinos dos grupos GC=controle,
GD=obstrugdo de duodeno, Gl=obstrugao de ileo e GM=obstru¢édo de c6lon maior durante a fase de experimentagéo

(TO-T3:0bstrugéo; T4-T6:desobstrugao e T30-174:pbs-operatério). FCAV/Unesp-Jaboticabal, 2009.
* Valores com diferenga significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de comparagdo das médias.

Para o liquido peritoneal, as médias da concentracao de transferrina variaram em
sua totalidade para os grupos, evelando elevagdes significativas (p<0,05) quando
comparadas as fases de obstrucdo e desobstrugéo, e pés-operatdria a0 momento zero
(Tabela 4B e Figura 9).
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Figura 9. Representagdo grafica das concentragbes peritoneais médias de transferrina (g/dL) de equinos dos grupos
GC=controle, GD=0obstrugdo de duodeno, Gl=obstru¢éo de ileo e GM=obstrugdo de célon maior durante a fase de
experimentagao (TO-T3:obstru¢édo; T4-T6:desobstrucao e T30-174:p6s-operatoério). FCAV/Unesp-Jaboticabal, 2009.
* Valores com diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de comparagéo das médias.

4.5 Albumina

As médias das concentragbes séricas (g/dL) de albumina ndo apresentaram

diferencas significativas quando estabelecidas comparag¢des entre os momentos em

cada grupo e entre os diferentes grupos, comportando-se de forma semelhante (Tabela
1B e Figura 10).

A andlise do tracado eletroforético do liquido peritoneal indica que as médias da

concentracao de albumina elevaram, para o grupo GC, quando analisados os valores

do periodo pos-operatdrio com os valores pré-operatorio (TO) e iniciais da fase de

obstrucdo (T1). Para os demais grupos, GD, Gl e GM, houve aumento quando

comparado todos os momentos da fase pré-operatoria (TO) com as fases de obstrucgao,

desobstrucao e pds-operatéria (Tabela 4B e Figura 11).
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Figura 10. Representagéo grafica do comportamento da média das concentragdes séricas de albumina (g/dL) dos animais
dos quatro grupos GC=controle (n=3), GD=obstru¢do de duodeno (n=6), Gl=obstrucdo de ileo (n=6) e
GCM=obstrugao de célon maior (n=6) ao longo da fase experimental (TOh-T3h:obstrugao; T4h-T6h:desobstrugao e
T30h-174h pés-operatdria) (FCAV/Unesp-Jaboticabal, 2009).

* Valores com diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de comparagédo das
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o 250 5 250
ks k ok ok
F 200 - 2 200 e
= ~ * /
T 150 % 150
2 —e—GC ‘—Q—GD
o 100 - £ 100 =
ug
o % § *
£ 504 8 50
c
c
I AET N SR R CAN A 0NV o DI, Pu>
Tempo (horas) Tempo (horas)
250 g 250
o \= i * *
2 200 >0 5 200 *
: * * e} 1 i
3 150 - " 3 100 e GM
3 —e—Gl
= 1 = 100 4 =
S 100 ¥
S 50 £ 50-
=S Y I — g o ——
Q
§ ONVBL oD P RPN 8 ONVYD P o P R, a0 ,a>

Tempo (horas) Tempo (horas)

Figura 11. Representagao grafica das concentragdes peritoneais médias de albumina (g/dL) de equinos dos grupos GC=controle,
GD=obstrugao de duodeno, Gl=obstrugdo de ileo e GM=obstrugdo de célon maior durante a fase de experimentagéo
(TO-T3:0bstrucéo; T4-T6:desobstrugcdo e T30-174:pds-operatério). FCAV/Unesp-Jaboticabal, 2009.

* Valores com diferenga significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de comparagao das médias.



21

4.6 Imunoglobulina G de cadeia pesada

As médias das concentracdes séricas (g/dL) de IgG-CP nao apresentaram
diferencas significativas quando estabelecida comparacéo entre os momentos, em cada
grupo, e entre os diferentes grupos, comportando-se de forma semelhante (Tabela 3B e
Figura 12).
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Figura 12. Representagéo grafica do comportamento da média das concentragdes séricas de IgG-CP (g/dL) dos animais dos quatro
grupos GC=controle (n=3), GD=0bstrugdo de duodeno (n=6), Gl=obstrugdo de ileo (n=6) e GM=0bstrugao de célon maior
(n=6) ao longo da fase experimental (TO-T3:obstrugdo; T4-T6:desobstrucdo e T30-174:p6s-operatério). FCAV/Unesp-
Jaboticabal, 2009.

* Valores com diferenga significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de comparagdo das médias.

Ao longo da fase experimental, verificou-se que, com relacdo a concentracao
média de IgG-CP encontrada no liquido peritoneal dos animais dos quatro grupos
houve aumento (p<0,05). Para o grupo GC, este aumento mostrou-se aparente no
periodo pods-operatério comparado entre o periodo pr-e-operatoério até a primeira hora
de desobstrucao (TO — T4). Os grupos GD e Gl apresentaram acréscimos quando
comparados os periodos pos-operatorio e de desobstrucao a fase pré-operatéria e de
obstrucéo (TO — T2). O aumento, para o grupo GM, deveu-se a comparag¢ao das médias
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do periodo pos-operatdrio com o periodo pré-operatério e de obstrucao (TO — T2). No
momento inicial da fase de desobstrucao (T4) o grupo GC comparado aos grupos GD e
Gl apresentou diferencga significativa (Tabela 6B e Figura 13).
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| Figura 13. Representacdo grafica das concentragdes peritoneais médias de IgG-CP (g/dL) de equinos dos grupos GC=controle,
GD=obstrucdo de duodeno, Gl=obstru¢édo de ileo e GM=obstrugao de célon maior durante a fase de experimentagéo (T0-
T3:0bstrugéo; T4-T6:desobstrugcdo e T30-174:pbs-operatéria) (FCAV/Unesp-Jaboticabal, 2009).
* Valores com diferenga significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de comparagao das médias.

4.7 Haptoglobina

No soro sanguineo, as médias da concentracdo de haptoglobina, para o grupo
GD, revelaram valores maiores quando comparados os momentos de desobstrucao
(T6) aos momentos pré-operatdrio (T0), de desobstrucao (T4) e pds-operatorio (T174).
Nos grupos GC, Gl e GM nao houve diferenca (p>0,05) (Tabela 2B e Figura 14).

Concomitantemente, no liquido peritoneal as médias da concentracdo de
haptoglobina apresentaram valores aumentados no periodo pés-operatorio quando
comparado aos periodos de obstrucdo e desobstrucdo (T1 — T4) (Tabela 5B e Figura
15).
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Figura 14. Representagao grafica das concentragbes séricas médias de haptoglobina (g/dL) de equinos dos grupos GC=controle,
GD=obstrucéo de duodeno, Gl=obstrugao de ileo e GM=obstrugdo de célon maior durante a fase de experimentagao
(TO-T3:0bstrugéo; T4-T6:desobstrugao e T30-174:pbs-operatéria) (FCAV/Unesp-Jaboticabal, 2009).

* Valores com diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de comparagéo das médias.
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Figura 15. Representagdo grafica das concentragdes peritoneais médias de haptoglobina (g/dL) de equinos dos grupos
GC=controle, GD=obstrugdo de duodeno, Gl=obstrugdo de ileo e GM=obstrugdo de célon maior durante a fase de
experimentagéo (TO-T3:obstrugdo; T4-T6:desobstrucéo e T30-174:pbs-operatdria) (FCAV/Unesp-Jaboticabal, 2009).

* Valores com diferenga significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de comparagao das médias.
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4.8 as-glicoproteina acida (AGP)

Nos diferentes momentos considerados observou-se, com relacdo a
concentracdo média da proteina ai-glicoproteina acida no soro, que esta apresentou
comportamento semelhante nos quatro grupos. No entanto, houve elevagdo na
comparacao das médias nos intervalos de T78 — T126 com TO e T2 do grupo GD. Nos
grupos GC, Gl e GM nao houve diferengas (p>0,05) (Tabela 2B e Figura 16).
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“Figura 16. Representagdo grafica das concentragbes séricas médias de ai-glicoproteina &cida (g/dL) de equinos dos grupos
GC=controle, GD=obstrugdo de duodeno, Gl=obstrucdo de ileo e GM=obstrugdo de cdlon maior durante a fase de
experimentagao (TO-T3:obstrugao; T4-T6:desobstrugéo e T30-174:p6s-operatéria) (FCAV/Unesp-Jaboticabal, 2009).

* Valores com diferenca sianificativa (p<0,05) pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de comparacao das médias.

De outra parte, observou-se que a concentragdo média de aq-glicoproteina acida,
no liquido peritoneal dos animais dos quatro grupos estudados, apresentou resultados e
comportamento semelhantes. Houve aumento (p<0,05) entre as médias
correspondentes a fase pos-operatéria e de obstrucdo para cada grupo (Tabela 5B e
Figura 17).



Concentragao (g/dL / 100)

Concentracgao (g/dL / 100)

1,8
1,5 1
1,2 1
0,9 -

0,6
0.3 15 = m “f“?'"
0 ® ‘

ANYD &‘2;52) Q)Q 65‘ /\Q)\QQ/\(L@ <\b‘

Tempo (horas)

1,8

1,5
1,2 1
0,9 -

0,6

0,3 % [

o [

ONUD B o RO F P

Tempo (horas)

—e—GC

Concentracao (g/dL / 100)

racéo (g/dL / 100)

Concent

1,8
1,5
1,2
0,9
0,6
0,3

0

1,8
1,5
1,2
0,9
0,6
0,3

0

25

—e—GD

NV P o f D, P>

Tempo (horas)

% M o

NP o o D0,

Tempo (horas)

Figura 17. Representacéo gréafica das concentragdes peritoneais médias de a;-glicoproteina acida (g/dL) de equinos dos grupos
GC=controle, GD=obstrugao de duodeno, Gl=obstru¢do de ileo e GM=obstrugdo de célon maior durante a fase de
experimentagao (TO-T3:obstrucédo; T4-T6:desobstrucéo e T30-174:pds-operatéria) (FCAV/Unesp-Jaboticabal, 2009).

* Valores com diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de comparagéo das médias.

4.9 Imunoglobulina G de cadeia leve

As médias das concentracdes séricas (g/dL) de IgG-CL nao apresentaram

diferencas (p>0,05) quando estabelecida comparagdo entre os momentos em cada

grupo e entre os diferentes grupos (Tabela 3B e Figura 18).

Os valores médios encontrados para as concentragdes peritoneais de 1gG-CL

revelaram-se significativamente maiores entre os momentos T30, T102 e T174 aos

momentos TO e T1 para o grupo GC. Para os demais grupos observou-se elevagéao ao

comparar o periodo pés-operatério (T30-T174) ao pré-operatédrio (T0), de obstrucao (T1
e T2), desobstrugcao (T4 — T6) (Tabela 6B e Figura 19).
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* Valores com diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de comparacéo das médias.
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4.10 Proteina de peso molecular 24 kDa

As médias das concentracoes séricas (g/dL) da proteina P24 nao apresentaram
diferencas (p>0,05), entre grupos nem tampouco entre momentos (Tabela 2B e Figura
20).
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Figura 20. Representagao grafica do comportamento das médias das concentragdes séricas da proteina P24 (g/dL) dos animais
dos quatro grupos GC=controle (n=3), GD=obstrugdo de duodeno (n=6), Gl=obstrucdo de ileo (n=6) e
GM=obstrugé@o de célon maior (n=6) ao longo da fase experimental (TO-T3:0bstrugéo; T4-T6:desobstrugdo e T30-
174:pbs-operatéria) (FCAV/Unesp-Jaboticabal, 2009).

* Valores com diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de comparagéo das médias.

Por outro lado, os valores médios encontrados para as concentracoes
peritoneais da proteina P24 revelaram diferengas significativas entre os momentos
dentro de um mesmo grupo. Para o grupo GC houve aumento (p<0,05) na comparacao
entre o 1° dia de pdés-operatério (T30) e a 12 hora de obstrucao (T1). No grupo GD
houve aumento (p<0.05) entre os tempos da fase pos-operatéria quando comparados
ao tempo zero e a 12 hora de obstrucdo e desobstrucao (T1 e T4,5). O grupo Gl
somente ndao apresentou aumento significativo para o tempo final de obstrucao (T3)

quando comparado ao pré-operatorio. A elevagao significativa presente no grupo GM,
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ocorreu quando comparou-se T78 e T102, pés-operatério, ao periodo T4 de
desobstrucao dentro dos grupos (Tabela 5B e Figura 21).
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Figura 21. Representagdo grafica das concentragbes peritoneais médias da proteina P24 (g/dL) de equinos dos grupos
GC=controle, GD=obstrugdo de duodeno, Gl=obstrugdo de ileo e GM=obstrugdo de célon maior durante a fase de
experimentagéo (TO-T3:obstrugdo; T4-T6:desobstrucéo e T30-174:pbs-operatdria) (FCAV/Unesp-Jaboticabal, 2009).

* Valores com diferenga significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de comparagao das médias.

5. DISCUSSAO

Pelo significado biologico e multiplas fungcdes das proteinas com relacdo aos
diferentes 6rgaos e sistemas orgéanicos, a avaliagdo de suas concentracoes séricas e
de suas subfragdes (albumina, alfaglobulinas, betaglobulinas, e gamaglobulinas),
representa importante auxilio ao diagnédstico clinico (KANEKO, 1997). Além do mais, o
proteinograma sérico em SDS-PAGE representa um dos mais confidveis métodos de
identificacao de proteinas dos fluidos corporais (KANEKO et al., 2008).

Durante toda a fase experimental os valores das proteinas séricas totais

encontrados no sangue dos animais dos quatro grupos assemelharam-se aos valores
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de normalidade descritos na literatura (KRAMER, 2000), no intervalo de 5,8 — 8,7 g/dL.
Assim, apesar do grupo GM apresentar valores significativamente diminuidos no
momento T6, quando comparados aos demais momentos, estes se apresentaram
dentro dos limites de normalidade para a espécie. Entretanto, no liquido peritoneal dos
animais dos grupos GC, GD e Gl as concentragdes tenderam a elevagao ao longo do
periodo experimental. Este aumento, se analisado isoladamente, poderia dar a falsa
idéia de ter sido ocasionado pelo comprometimento da integridade da parede intestinal,
0 que acarretaria alteragdo vascular e consequente extravasamento de fluidos e, de
elementos plasmaticos para o interior da alga intestinal e/ou cavidade peritoneal, como
explicaram VALADAO et al. (1996). Porém, quando analisado em conjunto com os
valores obtidos para as proteinas totais séricas, mostra em realidade que ocorreu
resposta inflamatoéria estimulada pelo ato cirargico e pela prépria lesdo entérica
(THOMASSIAN, 1996; LOPES et al.,, 1999; FAGLIARI & SILVA, 2002). Reforcando
essas afirmacoes, nao havia desequilibrio hidrico nos animais ensaiados que, segundo
CARAPETO et al. (2006) confirma o diagnostico de inflamacédo e/ou infecgdo. Os
resultados obtidos neste ensaio corroboram os de SVENDESEN et al. (1979) e,
segundo SANTSCHI et al. (1988) os valores de proteina encontrados no liquido
peritoneal sdo até certo ponto, proporcionais a intensidade e a extensdo do processo
inflamatorio.

A analise do eletroforetograma sérico constatou-se aumento nos valores das o-
globulinas (ai-glicoproteina acida, ceruloplasmina e haptoglobina). Os aumentos nas
concentracoes dessas proteinas foram verificados nos equinos do grupo GD nos T78 e
T126 para ai-glicoproteina acida, e no T6 para haptoglobina, respectivamente. As
concentracoes aumentadas de ceruloplasmina foram observadas nos animais dos
quatro grupos nos momentos T78 e T174. Resultados semelhantes foram observados
no liquido peritoneal, entretanto, para ai-glicoproteina &acida e haptoglobina,
verificaram-se aumentos nos animais de todos os grupos havendo elevagéao dos valores
ao longo da fase experimental. Para a variavel ceruloplasmina, no liquido peritoneal,

houve aumento de suas concentragbes no decorrer dos momentos, mais
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acentuadamente no segundo dia pds-operatério (T54). As elevacdes deveram-se ao
comportamento das a-globulinas. Segundo MURATA et al. (2004) e CERON et al.
(2005) as a; (as.antitripisina e a aj.glicoproteina acida) sédo induzidas principalmente
pela citocina IL-1. Por sua vez, as a, (ax-macroglobulina, ceruloplasmina, amildide A e
haptoglobina) séo induzidas pela IL-6, e elevam-se mais tardiamente apds infecgdo ou
injuria tecidual e, assim permanecem por varias semanas. Em algumas espécies, as
PFAs positivas apresentam respostas maiores, moderadas e menores. As PFAs
moderadas ( ai-glicoproteina acida, haptoglobina e ceruloplasmina) (FOURNIER et al.,
2000; CRISMAN et al., 2008; KANEKO et al., 2008) estdo presentes no sangue de
animais saudaveis, e, quando estimuladas, suas concentragdes aumentam cinco a 10
vezes, alcangando pico de concentragdo dois a trés dias apds estimulagdo (KANEKO et
al., 2008). Neste sentido, pode-se inferir que a proteina de peso molecular 24 kDa
(P24), encontrada no tracado eletroforético, comportou-se, no liquido peritoneal, como
uma PFA positiva, classificada na fracdo as-globulina; isto porque os valores das
concentracdes peritoneais desta proteina aumentaram progressivamente durante toda
a fase experimental, alcancando picos de concentragdo por volta do primeiro ao quinto
dia de péds-operatério, sendo condizente com o comportamento das as-globulinas
descrito na literatura.

Segundo EURELL et al. (1993), os equinos respondem a manipulagao intestinal,
que decorre das manobras da laparotomia, manifestando fenémenos celulares e
teciduais com repercussdes sistémicas. Tais fendmenos incluem alteragcbes como
efusdes transudativas ou exsudativas peritoneais, e aumento das concentracdes de
certas PFA. Para FOURNIER et al. (2000), as PFA, especialmente AGP, possuem
sintese extra-hepatica e sao produzidas por diferentes células de 6rgaos ou tecidos,
incluindo os leucécitos e enterdcitos. Consequentemente, é licita a hipotese de que a
producdo local desta PFA pode contribuir para manter a homeostase, de forma a
reduzir o prejuizo tecidual decorrente da inflamacao. A AGP é uma proteina ligadora de
farmacos e seus metabdlitos, e variagdes nos niveis plasmaticos de AGP ocorrem

durante processos inflamatérios, € podem alterar consideravelmente as concentracoes
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plasmaticas de drogas livres na circulagdo. Assim, o0s niveis plasmaticos de AGP
podem ser usados como indicador diagnéstico e prognéstico, neste ultimo caso durante
a terapia clinica (FOURNIER et al., 2000).

De acordo com CRISMAN et al. (2008), tem-se observado aumento das
concentracoes séricas de haptoglobina em cavalos, ap6s cirurgia; porém, este aumento
nao foi demonstrado em cavalos com colica. Entretanto, FLAGLIARI & SILVA (2002) e
FAGLIARI et al. (2008) observaram aumento nas fracées as-glicoproteina acida,
haptoglobina e ceruloplasmina em equinos com colica submetidos a laparotomia. Em
contraste, segundo THOMAS (2000), as concentragbes de ceruloplasmina aumentam
em algumas, mas nao em todas, as doengas inflamatérias. De acordo com este autor,
um estudo com cavalos acometidos por varios tipos de doengas inflamatérias, revelou
aumento significativo nas concentracées de Hp e AGP, enquanto as concentracdes de
ceruloplasmina nao se alteraram.

A resposta de fase aguda inclui mudangas na concentragdo das PFA, algumas
delas diminuem sua concentracdo (PFA negativas), tais como a albumina e a B —
globulina transferrina, enquanto outras aumentam-na (PFA positivas) (MURATA et al.,
2004). O mecanismo pelo qual as PFA negativas diminuem sua concentragdo nao é
claro, mas este processo pode ser rapido, com redugéao significativa ap6s 24 horas, ou
mais gradual, decrescendo ao longo de dias (KANEKO et al., 2008). Segundo
ECKERSALL (2006) a reducao das concentracdes séricas de albumina torna-se mais
notavel em doencas inflamatérias cronicas.

Diferindo das afirmacdes anteriores, verificou-se que a concentracao sérica de
transferrina no sétimo dia poés-operatério (T174) foi duas vezes maior do que a
concentracao encontrada no final da fase de desobstrugéo (T5,5), para o grupo GD. No
liquido peritoneal, também houve aumento na concentracdo de transferrina no T174,
porém, aumento gradativo foi observado desde o momento TO, nos animais dos quatro
grupos. Para albumina, as concentragcées peritoneais apresentaram comportamento
positivo criando uma curva em elevacao cujo ultimo momento (T174) apresentou

concentragcées quatro vezes maiores que as iniciais (T0), para todos os grupos. A
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fracdo B do ensaio eletroforético consiste em numerosas proteinas, dentre elas
transferrina, que apresenta pico entre sete e 10 dias apds o estimulo inflamatério e
podem permanecer elevadas por varias semanas, como explicaram MURATA et al.
(2004).

Os aumentos observados nas concentrag6es peritoneais de albumina, de acordo
com THOMASSIAN (1996), LOPES et al. (1999) e FAGLIARI & SILVA (2002) revelam
que ocorreu resposta inflamatoéria estimulada pelo ato cirdrgico e pela propria leséo
entérica. A albumina € o maior reservatério de estocagem de proteinas, constituindo
cerca de 35 a 50% das proteinas séricas totais, além de ser a maior fonte de
aminoacidos que pode ser utilizada pelo organismo, quando necessario (THOMAS,
2000; CERON et al., 2005; KANEKO et al., 2008). Possui, ainda, a funcao de regular a
pressao coloidosmética e transportar grande variedade de ions e moléculas (THOMAS,
2000; KANEKO et al., 2008).

Inversamente aos achados de FAGLIARI & SILVA (2002) e de CARAPETO et al.
(2006), observou-se aumento nas concentragdes séricas da y-globulina IgA nos tempos
T2, T78, T102 e T174, nos animais do grupo GM. Para as concentragdes presentes no
liquido peritoneal, houve aumento progressivo no decorrer da experimentacdo nos
animais de todos os grupos. As proteinas da fracdo y nos animais domésticos incluem,
principalmente, imunoglobulinas IgA, IgM, 1gG e IgE sintetizadas pelo sistema
imunolégico em resposta a estimulos antigénicos e virais (THOMAS, 2000; KANEKO et
al., 2008). Segundo CRISMAN et al. (2008) e CAMARGO et al. (2009) o grupo
correspondente a IgG possui, ainda, subclasses. O aumento das concentragdes de
gamaglobulinas pode estar relacionado a ativagao policlonal inespecifica das células B.
Isto porque o aumento da producdo de IL-6 e de outras interleucinas pode causar
ativacao policlonal inespecifica das células B, resultando na produgéo de anticorpos de
origens diferentes (KANEKO et al., 2008). Sustentando essas afirmag¢des houve
aumento das aq-globulinas as quais, segundo MURATA et al. (2004), sao induzidas
pela IL-6. Ademais, de acordo com PETERSEN et al. (2004) e CRISMAN et al. (2008),
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uma gamopatia policlonal também pode ser observada em doengas inflamatérias
cronicas.

As diferencas entre os resultados obtidos nos proteinogramas sérico e peritoneal,
aqui encontradas, muito provavelmente deveram-se a sintese extra-hepatica das
proteinas de fase aguda a partir de tipos celulares heterogéneos de 6rgaos ou tecidos,
incluindo leucocitos (FOURNIER et al., 2000) e, especialmente, por células endoteliais e
epitéliais de 6rgdos que se comunicam com 0 meio externo tais como glandula
mamaria, sistema respiratério e trato gastrintestinal. Segundo JACOBSEN (2007), a
determinagdo das concentragoes locais das PFAs, por fornecer informacdes sobre o
estado inflamatério/infeccioso de um 6rgao de particular interesse, aumenta a precisao
na instituicdo do diagndstico. Resultados semelhantes foram obtidos por EURELL et al.
(1993) em equinos submetidos a laparotomia exploratoria. Nesse estudo, as 24 horas
de poOs-operatério as concentragdes séricas das PFAs aumentaram duas vezes em
relacdo aos valores pré-operatério e as concentracbes nas amostras de fluido
peritoneal aumentaram cerca de cinco vezes quando comparadas aos valores pré-
operatorios. Segundo os autores as alteragdes nas concentragbes peritoneais das
proteinas de fase aguda foram, quando comparadas as séricas, mais sensiveis no
diagnédstico de processos inflamatorios abdominais e fortemente correlacionadas a

sinais clinicos caracteristicos de complicacdes pds-operatérias.

6. CONCLUSOES

Nas condigbes de realizacdo do ensaio em tela, e com base nos resultados
alcangados, analisados e interpretados, conclui-se que:
e Todos 0s equinos apresentaram resposta inflamatoria intensa, caracterizada por
alteragdes nas concentracdes séricas e peritoneais das proteinas de fase aguda.
e As alteragdes clinico-patologicas apresentaram-se associadas a lesao entérica
decorrente do modelo de obstrucao e a laparotomia.
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Foi possivel a padronizagdo do fracionamento eletroforético das proteinas de
fase aguda no liquido peritoneal de equinos higidos.

O proteinograma peritoneal mostrou-se mais sensivel e eficaz no diagnéstico de
processos inflamatérios abdominais.
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A- SOLUCOES EMPREGADAS NA ELETROFORESE (SDS-PAGE)

GEL DE SEPARACAO A 10%

v

NN N N S NN

11,9 mL de 4gua deionizada

5,9 mL de Tris HCI 2 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 EDTA 0,5 M, pH 8,3 £ 0,1

0,63 mL de lauril sulfato de s6dio (SDS) a 10%

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

GEL DE EMPILHAMENTO A 4%

v

N N N N N NN

3,95 mL de agua 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 pL de glicerol

123 uL de EDTA 0,5 M, pH 8,3 £ 0,1

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

60 uL de persulfato de aménio 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 solugéo e guardar em geladeira.
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TRIS HCI1 0,617 M (GEL EMPILHADOR)

THS BaSE (PM: 1271, oot e e e e e e e s e e e e e e e e e 7,475¢
Completar para 100 mL com &gua deionizada.

Acertar para pH 6,8;

Filtrar a solugéo e guardar em geladeira.

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

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

Aquecer se necessario.

EDTAO0,5M

(Etilenodinitrilo) acido tetracético tetrassédico (PM: 380,2) ......cooovvveeeeiiiiieeneennnee. 19,01¢g
Completar para 100 mL com agua deionizada.

Acertar para pH 8,3.

LAURIL SULFATO DE SODIO (SDS) 10%
Lauril sulfato de s6dio Sigma (PM: 288,4) ......coooieiiiiiiiie e 10,09

Completar para 100 mL com &gua deionizada.

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

IMELANOI .. .. 500 mL
ACIHO BCEHICO ...ttt e, 100 mL
AQUADI AESHIATA ...t 400 mL
Coomassie blue (Brilliant blue R) .......oooiiiriiieeeee e 2,09

Deixar em repouso durante duas horas e filtrar.
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GEL MIX (TAMPAO DA AMOSTRA PARA PROTEINAS DESNATURADAS)

(= TUT (1 IE=TV ) =Y (o 0o [<TR<To Yo (1o T 0 1 N 10,0 mL
EDTA 0,5 M ettt e e e e e s s e e e et ee e e ee st e e e e e nnre e e e e ennnneaeeennnnes 4,0 mL
Tris fosfato 0,617 M, PH 6,8 ... e 5,0mL
AV L= =T o] 01 = U o ) O RPRERTR 3,0 mL
[ [ToT =T o | R 10,0 mL
AQUA AEIONIZAA ...ttt 18,0 mL
Azul de bromofenol (Bromphenol BIUE) ...........euuiiiiiiiiiiiiieeeeee e 5,0 mg

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

PERSULFATO DE AMONIA 10%
Persulfato de @mONI@ .........oiiiei e aees 0,1g
AQUA AEIONIZATA ... 1,0 mL

(Preparar no momento da confecgéo do gel).

DESCORANTE
V= = L Lo PR 250,0 mL
ACIHO BCBHICO ettt ee e 100,0 mL

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

TAMPAO DE CORRIDA CONCENTRADO (10X)

THZMABASE ...eeeeeeieeeeeeee ettt e e e e e e e e eaa e aeean 63,29
o]0 F- SO EPRER 39,99
] D1 T 10,09

Completar para 1.000 mL com agua deionizada.

Obs: para o0 uso na corrida usar o tampao de corrida diluido.
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TAMPAO DE CORRIDA DILUIDO (tampao de uso na cuba)
Medir 100 mL do tampao de corrida concentrado (10X) e completar o volume para
1.000 mL.

PREPARACAO 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)

1N =T 2,09
S PRSP 0,0625¢g
=T o = RO PSRR 129
L PO SRT 0,2875¢g



B — Tabelas com respectivas médias e desvios-padrao das fracoes protéicas dos animais controle e obstruidos

Tabela 1B. Médias + desvios-padrdo das proteinas totais, transferrina e albumina em equinos dos grupos C (n=3), D (n=6), | (n=6) e M (n=6). FCAV/Unesp — Jaboticabal, 2009.

Tempo (horas)

Grupos TO T1 T2 T3 T4 T4,5 T5,5 T6 T30 T54 T78 T102 T126 T174

Proteinas Totais (g/dL)
GC 7,97+0,50 7,80+0,89  7,95+0,56  7,60+0,65  7,43t0,79  9,26%1,16 7,4610,36 7,68+0,40  8,30+0,72  7,7910,66  7,68+1,81 7,84+1,51 7,59+1,05  8,10+0,91
GD 8,25+1,42 7,401,17 7,99+0,96 8,35+1,01 7,81+1,02 8,2610,74 7,79%2,22 8,27+0,71 7,92+1,28 8,14+0,61 8,63+0,79 7,77+1,68 8,73+0,98 7,94+0,57

Gl 8,03+0,94  7,60+1,27 8,94+1,88 7,58+1,00 7,85+1,44  8,06x1,55 6,92+1,15 7,79¥1,60  8,34+1,27  8,13+1,38  8,05+0,74  8,74+2,22  8,16%0,76  9,21+1,69
8,38+2,81 8,18+1,93 8,78+1,9 8,29+1,6 8,21+1,1 8,27+1,4 8,00+1,6 6,75+1,9 8,49+1,70  8,24+1,76  8,86+1,18  8,92+1,97 8,15+1,96  8,58+1,55

GM a a a a a a a b a a a a a a
Transferrina (g/dL)

GC 0,35£0,03  0,30+0,05 0,28+0,03 0,25+0,09 0,30+0,09  0,37+0,04 0,27+0,03 0,33+0,06  0,27+0,05 0,31+#0,02 0,35+0,07 0,33+0,02 0,32+0,03  0,29+0,07

GD 0,26+0,08  0,23+0,89  0,28+0,08 0,29+0,08 0,26+0,11  0,26+0,09 0,23+0,01 a  0,27+0,07 0,28+0,09  0,25+0,06  0,30+0,04 0,28+0,10  0,33%0,11 0’38§0’06

Gl 0,24+0,06  0,25+0,07 0,28+0,06 0,25+0,04 0,26+0,08  0,26+0,06 0,23+0,06 0,23+0,04 0,25+0,038 0,27+0,02 0,28+0,11  0,29+0,10  0,27+0,07  0,33+0,07

GM 0,29+0,13  0,28+#0,10  0,29+0,10  0,33#0,13  0,28+0,05  0,29+0,03 0,31£0,11 0,27+0,10  0,31+0,93  0,31+0,07 0,31+x0,08 0,36+0,12  0,33+0,15  0,33+0,13
Albumina (g/dL)

GC 4,34+0,10  4,45+0,36  4,55+0,26  4,30+0,69 4,19+0,59  5,22+0,77 4,21+0,42 4,3840,36  4,75+0,74  4,32+0,66  4,23+0,64  4,26+0,54  4,09+0,33  4,30+0,38

GD 4,69+0,85 4,28+0,65 4,71+0,53  4,79+0,79  4,59+0,66  4,86+0,52 4,50+1,04 4,7610,40 4,70+0,72  4,67+0,30  4,99+0,54  4,43+0,97 5,02+0,80  4,44+0,28

Gl 4,28+0,79 4,18+1,06 4,82+1,12 4,36+0,52 4,52+1,00 4,60+0,80 4,08+0,61 4,48+1,01 4,99+0,92 4,81+1,02 4,70+0,72 5,00+1,39 4,72+0,37 5,31+1,20

GM 4,62+1,43  4,22+0,85 4,66+1,11  4,42+0,97 4,35£0,92  4,43+0,89 4,58+1,40 3,81+£1,36  4,51+1,04 4,36+0,94 5,02+0,72 5,06+1,18 4,68+1,20  4,65+0,73

T
TO: pré-operatério; T1—T3: obstrugao; T4-T6: desobstrugdo; T30-T174: pds-operatério; GC=controle; GD=obstrugdo de duodeno; Gl=obstrucao de ileo; GM=obstrugcdo de célon maior. Médias seguidas por
letras minUsculas diferentes, na mesma linha, diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5% e, estabelecem comparacao entre os diferentes tempos dentro de um mesmo grupo.
* Desvios-padréao com valores abaixo da quarta casa decimal menor que zero.
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Tak Tabela 2B. Médias + desvios-padrao das proteinas ceruloplasmina, haptoglobina, a;-glicoproteina acida e proteina 24, em equinos dos grupos C (n=3), D (n=6), | (n=6) e M (n=6). FCAV/Unesp — Jaboticabal,

2009.
Tempo (horas)
Grupos TO T1 T2 T3 T4 T4,5 T5,5 T6 T30 T54 T78 T102 T126 T174
Ceruloplasmina (g/dL)
N N N . 0,05+0,02  0,07+0,02  0,05+0,02  0,06+0,02 . 0,04+0,02  0,06+0,03  0,04+0,03  0,07+0,01 0,06+0,03
GC 0,07ab 0,07ab 0,07ab 0,07ab ab ab a ab 0,08ab ab b ab ab b
0,03+0,01 0,05+0,03  0,04+0,02  0,04+0,02  0,03+0,01 0,04+0,02  0,03+0,02 0,05+0,03 0,05+0,03 0,04+0,02 0,06+0,02 0,04+0,02  0,04+0,02  0,06%0,03
GD
ab ab ab ab ab ab a ab ab ab b ab ab b
Gl 0,03+0,02  0,15+0,27  0,05+0,02  0,03+0,01 0,03+0,01 0,03+0,01 0,02+0,01 0,03+0,01 0,03+0,02  0,05+0,02  0,05+0,03  0,03%0,01 0,03+0,02  0,04+0,01
ab ab ab ab ab ab a ab ab ab b ab ab b
0,06+£0,04  0,05+0,03 0,06+0,03 0,05+0,02 0,06+0,03 0,05+0,02 0,04+0,02 0,04+0,02 0,06+0,03 0,07£0,02  0,08+0,01 0,07+0,03  0,04+0,02  0,08+0,01
GM
ab ab ab ab ab ab a ab ab ab b ab ab b
Haptoglobina (g/dL)
*0,07 0,06+0,03  0,06+0,03 0,05+0,02 0,05+0,02 0,07+0,03 0,05+0,02 0,05+0,03 0,06+0,02 . 0,07+0,01 0,07+0,01 0,07+0,01 0,07+0,07
GC a a a a a a a a a 0.07a a a a a
GD 0,04+0,03  0,04+0,03 0,04+0,02 0,05+0,03 0,04+0,03 0,05+0,03 0,03+0,02 0,51+1,1 0,05+0,02  0,06+0,02 *0,08 0,09+0,03  0,10+0,03  0,09+0,03
a a a a a a a a b b b b b b
Gl 0,03:0,03 0,03;_:0,02 0,04:0,03 0,02;_:0,02 0,03:0,02 0,03:0,02 0,03:0,02 0,02;_:0,02 0,04:0,03 0,05;_:0,03 0,05:0,03 0,07£0.0 a 0,08 a 0,09:0,01
GM 0,07£0,04  0,07£0,03 0,050,038 0,06£0,03 0,07+0,02 0,05+0,03 0,05+0,04 0,04+0,03 0,06+0,05 0,07£0,03 0,07+0,03 0,08+0,03  0,08+0,01 0,08+0,01
a a a a a a a a a a a a a a
Alafa-1-glicoproteina acida (g/dL)
GC *0,01 *0,01 *0,01 *0,01 *0,01 0,01+0,01 *0,01 0,01+0,01 0,01+0,01 *0,01 *0,01 *0,01 *0,01 *0,02
N . N *0,009 *0,01 *0,009 *0,009 *0,01 *0,01 *0,01 . 0,02+0,02  0,02+0,02  0,02+0,02
GD 0,009ac 0,006ac 0,007ace abcde abcde abcde abcde abcde abcde abcde 0,02be abcde bd abcde
Gl *0,009 0,010,01 *0,01 *0,008 *0,009 *0,008 *0,006 *0,008 *0,01 *0,01 *0,01 *0,01 *0,01 *0,01
GM *0,01 *0,01 *0,01 *0,01 *0,01 *0,009 0,01+0,01 *0,01 0,02+0,03  0,02+0,03 *0,02 *0,01 *0,02 *0,02
P24 (g/dL)
GC 0,27+0,03 0,25+0,08 0,26+0,02 0,28+0,05 0,27+0,02  0,33+0,11 0,27+0,09  0,23+0,07 0,27+0,05 0,28+0,03 0,25+0,10  0,23+0,15  0,20+0,05 0,19+0,06
GD 0,27+0,06  0,25+0,12  0,25+0,09 0,28+0,14  0,25+0,06  0,21+0,11 0,22+0,07  0,27+0,07  0,23+0,08 0,22+0,08 0,25+0,10 0,210,110  0,24+0,07  0,19+0,05
Gl 0,28+0,16  0,27+0,07 0,37#0,13  0,29+0,13  0,27+0,11 0,29+0,14  0,28+0,14  0,29+0,08 0,28+0,08 0,25+0,07 0,28+0,09  0,30+0,11 0,26+0,11 0,25+0,07
GM 0,16+£0,05  0,30+0,11 0,31£0,07 0,31£0,09 0,29+0,05 0,31+0,07 0,28+0,07 0,26%+0,13 0,31+0,06  0,28+0,06  0,31+0,06  0,28+0,03  0,27+0,07  0,27+0,08

TO: pré-operatoério; ; T1-T3: obstrugao; T4-T6: desobstrugéo; T30-T174: pds-operatério; GC=controle; GD=0obstru¢cdo de duodeno; Gl=obstrugdo de ileo; GM=obstrugdo de célon maior. Médias seguidas por
letras minusculas diferentes, na mesma linha, diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5% e, estabelecem comparagao entre os diferentes tempos dentro de um mesmo grupo.
* Desvios-padrdao com valores abaixo da quarta casa decimal menor que zero.
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Tabela 31B. Médias + desvios-padrdo das proteinas imunoglobulina A, imunoglobulina G de cadeia pesada e imunoglobulina G_de cadeia leve em equinos dos grupos C (n=3), D (n=6), | (n=6) e M (n=6).
FCAV/Unesp — Jaboticabal, 2009.

Tempo (horas)

G’:'” To T1 T2 T3 T4 T45 5,5 T6 T30 T54 T78 T102 T126 T174
IgA (g/dL)

ac 01500 0451001 0226005 0171008 017:004  025+0,07 014  020:0,03 0162001 020:004 016:011 020£0,04 0,18%0,07 0,24%0,02
GD 0’21;0’0 0,19#0,05 0,19:004 021%0,03 0,18:003 0214003 0,19:005 0,20+004 018+003 0214004 022+004 021:004 024+0,05 0.21+0,04
ol 01800 0161004 019:004 016:003 0,18:004 0174003  0,15:0,02 016003 016002 0,1740,05 0,18+0,06 021%0,04 020004 0,23:0,02

0,16401 0,23%0,07 0254007 0,22:0,06 0,23+0,04 0174005 0,16£0,04 0224006 023005 0254004 0264005 020+0,08 0,24+006
GM 0,2340,06 ab

1a ab b ab ab ab ab ab ab b b ab b
IgGCP (g/dL)
GC  119:007 0964043 100011 099+021 091:0,06 117:026 1,03%025 1,01:035 095017 1,02:011 115:073 1202041 1,124045 1,30+034
GD 138:042 1,18+033 127+034 1.39+031 106:042 127+031 124%052 135:032 1224039 130:025 1.27+044 116:052 1.30£034 1,15:026
Gl 1394033 130£024 146:030 109034 1164030 1274056 098+031 1184039 1,09:035 1,16%034 1,184048 1284041 123+037 1324021
GM  1.29:052 154058 167+064 1584056 153031 154035 117+050 0984025 152:047 145047 1234037 1,37:034 119+052 1,40£0,34
lgGCL (g/dL)
1,310 1 1,03+0.4

GC 1,77:039 110041 1,09%#030 1,064017 1,10%0,79 ; 101:003 0974008 120£008 113013 107:042 1,12+0,39 1 1274018
GD 099+015 076:018 0784014 0,890,11 081016 0’8361'0’1 0.88+043 087013 079:022 0,85:022 0884019 0.82+0.25 0’8211'0’1 079018
Gl 1,04+019 0,8620,10 1,11#035 087:024 095021 ,o%io,z 0,790,225 0964025 0964025 088+026 0,90%0,16 0,97+031 0’9050’2 1,08+0,31
G 0,8740,2 0,790,2
O 0861058 0904033 0981024 087£020 0892025 b 0,82:027 070£020 0864023 093035 0924026 0,93+037 . 0,8840,30

TO: pré-operatério; ; T1-T3: obstrugdo; T4-T6: desobstrucéo; T30-T174: pds-operatério; GC=controle; GD=0obstru¢éo de duodeno; Gl=obstrugdo de ileo; GM=obstrugao de célon maior. Médias seguidas
por letras mindsculas diferentes, na mesma linha, diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5% e, estabelecem comparagao entre os diferentes tempos dentro de um mesmo grupo.
* Desvios-padréo com valores abaixo da quarta casa decimal menor que zero.
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Tabela 4B. Médias * desvios-padrdo das proteinas totais, transferrina e albumina no liquido peritoneal de equinos dos grupos C (n=3), D (n=6), | (n=6) e CM (n=6). FCAV/Unesp — Jaboticabal, 2009.

Tempo (horas)

Grupos TO T1 T2 T3 T4 T4,5 T5,5 T6 T30 T54 T78 T102 T126 T174
Proteinas Totais (g/dL)
GC 0,6+0,1 0,6+0,2 1+0,2 0,9+0,4 1,240,5 1,1+0,5 1,5+0,9 1,3+0,4 4,2+1,3 3,31+2,2 3,610,7 3,9+0,9 3,1+1,4 2,9+1,4
a a abc ac abc abc abc abc bc abc bc bc abc abc
GD 0,6+0,3 0,8+0,6 1,2+0,5 1,310,6 2+0,6 2,2+0,8 2,2+0,6 2,3+0,8 4,1+1,6 3,3+1,6 3,3%0,9 3,4+1,1 3,5+1,2 3,9+1,4
a a ac ac abc abc abc bc bc bc bc bc bc bc
Gl 0,5+0,2 1,1+0,7 1,6%1,7 1,8+1,6 2,3+1,5 2,1+1,4 3%1,2 2,9+1,6 4+1,8 41+1,4 4,441 3,6%1,2 4,2+1,7 3,3%1,2
a ab abe abce bcde abcde bcde bcde bcde bcde bcde bcde bcde bcde
GM 1,6+1,2 1,340,9 1,6%1,2 1,3+0,7 2+1,6 1,69+0,7 2,8+1,7 3,913,5 3+1,7 340,9 3,4+1,9 3,3+1,1 3,27+0,7  3,29+1,3
Transferrina (1 0'zg/dL)
GC 2,0+1,0 2,0+1,2 3,940,9 3,813,1 3,7+1,5 4,3+2,3 5,8%4,2 4,5+2.3 16,6110, 11,810 12,2446 14,5451 13,319 11,416,4
a a abc abc abc abc abc abc 6 bc abc bc bc bc bc
GD 1,841,3 2,612,6 3,4+1,7 3,612,3 5,9+2,3 7,243,8 5,6+2,5 6,1+2,9 11,445,1 1045,3 9,2+4,9 9,143,7 9,1+4,3 11,746,4
a ab abd abd bcd bcd bcd bcd bcd bcd bcd bcd bcd bcd
Gl 1,8+0,8 3,7+2,2 5,545,1 5,8+4,8 7,414 .4 6,4+4,3 9,743,1 9,4+4,7 13,1454 12,5#34 15,243 11,346,4 15,3184 9,3+4,8
a abe ab abce bcde bcde bcde bcde bcde bcde bcde bcde bcde bcde
GM 4152 3,613,3 4,143,3 4,242 4 5,7+3,1 5,443,5 9+4.,8 10,247,9 9,445,1 11,245,6 9,94+2,6 11,1425  10,5+2,1 13,3%3,6
a a ab abc abcd abcd bcd bcd bcd bcd bcd bcd bcd bcd

Albumina (10°°g/dL)
42,0+14,6 432+215 69,4+16,6 63,3+30,8 81,3+38, 69,2+33, 915459, 76,6432, 221+83,3 183+129 203,3+59 207,369 176,6+65 15868

GC a a ab ab 1ab 9ab 0ab 6 ab b ab b b b ab

GD 42,7+23,2 52,1+34,7 75,1+29,4 79,5+50,3 120+41,5 134,5+60 130+47,3 141+58,2 230+78,5 188+91,2 193+62,3 194+56,8 190,7+66 1961519
a ab abc abc bcd bcd bcd bcd bcd bcd bcd bcd bcd bcd

Gl 32,5+17,2 66,8+34,5 85,3+79,1 92,9+73,1 127,7+69 116158 168+63,5 153162,8 224,5+90 225+78 2444512 1994725 231+92,9 197+90,2
a abd ab abcd bcde bcde bcde bcde bcde bcde bcde bcde bcde bcde

GM 72,1+70,2 57 8+42 a 68,1+35,7 86,7+37,2 112+37,9 1104542 174181 239+200 199,5+97 202+45,1 174460,2 200,4+64 189,4+45 213+47,9
a T ab abc abc abc bc bc bc bc bc bc bc bc

TO: pré-operatério; ; T1-T3: obstrugdo; T4-T6: desobstrugao; T30-T174: pds-operatério; GC=controle; GD=obstru¢do de duodeno; Gl=obstrugao de ileo; GM=obstru¢do de c6lon maior. Médias seguidas
por letras mintsculas diferentes, na mesma linha, diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5% e, estabelecem comparagéo entre os diferentes tempos dentro de um mesmo grupo.
* Desvios-padrdo com valores abaixo da quarta casa decimal menor que zero.
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Tabela 5B. Médias + desvios-padrao das proteinas ceruloplasmina, haptoglobina, ai-glicoproteina-acida e proteina 24, no liquido peritoneal de equinos dos grupos C (n=3), D (n=6), | (n=6) e CM (n=6).
FCAV/Unesp — Jaboticabal, 2009.

Tempo (horas)

Grupos TO T T2 T3 T4 T4,5 lI515 T6 T30 T54 T78 T102 T126 T174

Ceruloplasmina (107g/dL)

GC 0,10,1 0,1+0,09 0,3+0,1 0,2+0,1 0,2+0,06 0,3+0,2 0,3+0,3 0,2+0,2 0,2+0,1 0,1+0,04 0,2+0,1 0,2+0,06 0,1+0,08 0,2+0,05
GD 0,1£0,1 0,2+0,2 0,2+0,2 0,1£0,1 0,3%0,1 0,5+0,3 0,4+0,3 0,310,2 0,3%0,1 0,240,1 0,2+0,1 0,310,2 0,310,3 0,4+0,3
Gl 0,240,2 0,3+0,2 0,4+0,4 0,310,3 0,5+0,4 0,6£0,5 0,7£0,5 0,740,5 0,310,2 0,6+0,6 0,7£0,5 0,310,2 0,5%0,5 0,1£0,1
GM 0,1%0,1a 0,3t0,4ab  0,2+0,2ab  0,2+0,1ab  0,4+0,2ab  0,3#0,2ab  0,6+0,6ab  0,9+0,9ab  0,9+1,6ab 1,2+1,3b 1+1,5ab 1,1+1,7ab 1,3+2ab 0,4+0,3ab
Haptoglobina (10g/dL)
GC 0240.2 a 0,4+0,3 0,510,1 0,610,04 1,2+1,5 1,1+0,5 1,5+0,9 1,3+0,4 8,5+2,7 41422 4,842 1 7,841,9 4,744 1 4,439
T ac ac ac acd abcd abcd abcd bcd bcd bcd bcd bcd bcd
GD 0.3+0.3 a 0,6+0,7 1+0,6 0,940,2 2+1,1 1,6+1,1 2,2+0,9 2,4+1 6,118,7 4135 4126 5,7+4,5 6,213,4 10,4+£10,6
e ab abc abc bcde bcd bcde bcde bcde bcde bcde bcde bcde bcde
Gl 0.140.08 a 0,6+0,6 1,6+1,7 1,3+1,7 1,7+1,8 1,7+1,7 2,8+1,6 2,7+1,8 6,214 4,4+27 49425 6,7+4,2 5,842,2 5143
e a ac acd bed bcd bcd bed bed bcd bcd bed bed bcd
GM 1,5+2,8 0,8+1 0,9+0,9 0,6£0,8 1+0,9 0,6+0,5 1,4+0,9 1,1+0,8 2,2+2,1 2,1+1,3 2,9+0,9 2,941 41422 4.4+25
a a ab a ab ab abc abc abc abc bc bc bc bc

Alfa-1-glicoproteina acida (10%g/dL)
0,07£0,01  0,09+0,07 0,1+0,01 0,10,1 0,240,2 0,2+0,1 0,1+0,1 0,1£0,1 0,310,2 0,5+0,5 0,7+0,4

GC a a ac ac abc abc abc abc abc abc abc 1,641,4 be bc bc
GD 0,05+0,04 0,1£0,1 0,2+0,3 0,240,1 0,240,08 0,240,1 0,240,1 0,240,1 0,3%0,1 0,5%0,4 0,6+0,6 0.540.3 be 0,610,5 1,241
a ab ab abc abc abc abc abc abc bc bc e bc bc
Gl 0.140.08 a 0,1+0,07 0,2+0,2 0,2+0,3 0,2+0,1 0,310,1 0,3%0,2 0,3£0,3 0,6£0,3 0,6£0,3 0,9+0,6 0,9£0,6 1,1+0,7 0,5%0,5
T ab abc abc abcd abcd abcd abcd bcd bcd bcd bcd bcd bcd
GM 0,6+1,4 0,1£0,1 0,1£0,1 0,1£0,1 0,1£0,1 0,2+0,2 0,310,1 0,310,3 0,310,3 0,4+0,2 0,5%0,3 0.840.6 ab 0,610,3 0,7£0,2
abc ac ac abc abc abc abc abc abc abc abc T abc ab
P24 (10%g/dL)
GC 0,910,3 0,8+0,6 1,5+0,8 1,4+1,3 2,212,0 1,6+1,1 3,413,6 2,1+£1,2 9,1£7,1 5,751 53,2 5,54£3,8 5,413,5 5,5£3,1
abc ac abc abc abc abc abc abc ab abc abc abc abc abc
GD 1,3+1,5 2,1+2.8 2,913 2,3%£1,6 4+2 1 4,942 5 3,9+15 41+1,4 8,213,2 6,4+3,3 5,9+2,6 6,714 5,443 6,6+3,9
a a ab ab ab b ab ab b b b b b b
Gl 0,940,5 2,5%1,9 4,2+3,8 4,9+4,9 5+4,7 5,64 8,313,6 9,817,2 12,545,6 12,116,6 10,615,2 9,44+3,4 10,943,6 7,943,1
a ab ab abc bc bc bc bc bc bc bc bc bc bc
GM 3,8+3,7ab  3,2+2,8ab  3,61+2,5ab 3+2,1ab 2,9+3b 43+4,2ab  4,1t44ab  9,6+8,2ab  6,9+44ab  7,1+3,4ab  9,1459ab  10,216,7a 8,9+4,9a 9+6,4ab

TO: pré-operatoério; ; T1—T3: obstrugao; T4-T6: desobstrugdo; T30-T174: pds-operatédrio; GC=controle; GD=obstrugdo de duodeno; Gl=obstrucéo de ileo; GM=obstrugdo de célon maior. Médias seguidas por
letras minusculas diferentes, na mesma linha, diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5% e, estabelecem comparagao entre os diferentes tempos dentro de um mesmo grupo. Letras
mailsculas diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de 30% e, estabelecem comparagao entre os diferentes grupos em cada momento.

* Desvios-padrdo com valores abaixo da quarta casa decimal menor que zero.
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Tabela 6B. Médias + desvios-padréo das proteinas imunoglobulina A, imunoglobulina G de cadeia pesada e imunoglobulina G de cadeia leve, no liquido peritoneal de equinos dos grupos C (n=3), D (n=6), |
(n=6) e M (n=6). FCAV/Unesp — Jaboticabal, 2009.

Tempo (horas)

Grupos TO T1 T2 T3 T4 T4,5 T5,5 T6 T30 T54 T78 T102 T126 T174
IgA (107g/dL)

GC 0,340,1 0,6+0,2 0,7+0,4 0,9+0,4 0,840,5 1,14£0,5 2,3+2,4 1,941,4 7,5+4,2 5,245,5 6,0+2,6 6,7+3,3 5,4+3,5 5,9+2,8
a ab abe abcef abce abcdef abcdef abcdef bcdef bcdef becdef bcdef bedef bcde

GD 0,8+0,7 1,2+1,3 1,741,3 2,3%+1,6 3,2+1,4 3,5%1,6 3,9+1,3 41+1,4 9,1+4,3 6,613,8 6,8%3,9 8,5+4,6 7,8%4,3 9+3,4
a ab abc abce bcde bcde bcde bcde bcde bcde bcde bcde bcde bcde

Gl 0,3+0,2 1,5+1,2 3,243,5 3,143,7 4,745 4,614,7 6,413,8 6,515,2 7,54 1 7,945,1 8,413,1 7,8%4,9 8,413,9 5,5+2,6
a ab bc bed bcde bcde bcde bcde bcde bcde bcde bcde bcde bcde

GM 1,6+2,7 1,6+1,6 2+1,7 2,3%1,6 2,612,1 2,612,1 4+2 4 4,844 4+1,6 4,6+2,5 5,242 7,4+2,6 7,413,2 7,3%+1,8
a ab abc abcd abc abcde bcde  bcde bcde bcde bcde bcde bcde bcde

IgGCP (107g/dL)

GC 5,9+2,0 6,5+3,1 11,4453 9,945,8 10,110, 14,0£¢5,1 18,0+13,0 16,428 64,7+13,7 55,9437, 57+11,9 68+16,1 50,6422, 49,9242
a a abc ac 0aA abc abc abc bc 5bc bc bc 7 bc bc

GD 8,616,1 12,6410, 1949,7 20,949,4 29,6+14, 32,5+16,6 35,8+12,9 37,2+13,5 67,3%36,9 55,9428, 53+17 60,3+21,1 61+30 66,5+28
a 9ab abc abc 3 abcB bc bc bc bc 2 bc bc bc bc bc

Gl 7,915,7 22+20,8 38,3%49, 39,2+48, 51,9449, 46+46,4 61,9439,8 60,1+49,3 66,6384 74,8437 83,8+35,7 66,2+25,6 79,3+47, 63,3+30,5
a ab 7ab 6abc 3 bcB bc bc bc bc bc bc bc 2bc bc

GM 16,1+16,3 14+14,2 16,8416  20+11,8  25,2+15, 21,8+9,3 33+14,6  44,4439,5 40,5+17,5 46,3+9,3 41,6+13,5 46,6110,5 49,2413, 54,8+14,3
a a ab abc 2 abcAB abc abc abc bc bc bc bc 5bc bc

IgGCL (10%g/dL)

GC 4,0+0,4 4,0+1,9 8,0+3,7 6,614,6 10,546,4 8,3+4,0 12,3+11,4 8,7+3,4 46,0+£30,3 28,1+21, 25+12,9 35,6+12,7 26,2418, 33,1+18,1
a a ab ab ab ab ab ab b 1ab ab b 7 ab b

GD 4,743,9 7,817,3 10,317,4 10+4,6 13,345,4 17,218,2 16,516,3 17,247,9 42,7430,9 31,9423, 27,246,9 26,1+144 27,8413, 37,6+25,3
a ab abc abc abc bc bc bc bc 5bc bc bc 9 bc bc

Gl 3,1+1,5 10,3+7,9 12,4+11, 16,5#17, 18,5+17, 18,9+14,3 255+11,5 29,2419,3 39,7+28,2 37,5418, 37,3+18,3 33,6%13,2 40,1+18, 24,4+10,7
a ab 4 ab 1 abc 3 bc bc bc bc bc 8 bc bc bc 6 bc bc

GM 10,5+13 9,3+10,6 10,9+11, 11,6%7,8 11,616,2 13,9+8,1 20,7+12,8 54,1+86,4 31,8422,4 30,9+14, 30,4+15,7 40+16,2 40+15,8 39,8+20,6
a a 2 ab abc abc abc abc bc bc 5 bc bc bc bc bc

TO: pré-operatério; ; T1-T3: obstrugao; T4-T6: desobstrugao; T30-T174: pds-operatério; GC=controle; GD=obstru¢cao de duodeno; Gl=obstrugéo de ileo; GM=0obstrugdo de célon maior. Médias seguidas por
letras minUsculas diferentes, na mesma linha, diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5% e, estabelecem comparagao entre os diferentes tempos dentro de um mesmo grupo. Letras
maiulsculas diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de 30% e, estabelecem comparagéo entre os diferentes grupos em cada momento.

* Desvios-padrdao com valores abaixo da quarta casa decimal menor que zero.
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Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia
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Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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