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simultaneamente a distensdo intraluminal e isquemia venosa completa. A - Laminas epidérmicas
secundarias (Les) estreitas e auséncia das laminas dérmicas primarias (Ldp) entre as Les (*).
H&E, Ob. 10x. Nucleo das células basais arredondados (seta) e proximos & membrana basal (seta)
(B) H&E, Ob. 40x.

Figura 13 — Microfotografia de corte histologico de tecido pulmonar apds 12h de reperfusdo em
segmentos de jejuno submetidos simultaneamente a distensdo intraluminal e isquemia venosa
completa. (A) Presenca de eosindfilos (setas) e (B) exsudato bronquiolar com presenca de
neutréfilos caracteristicos de lesdo prévia. (C) Infiltrado de neutrdfilos discreto no parénquima
pulmonar (setas) indicativo de lesdo pulmonar decorrente de reperfusdo intestinal (C). H&E, Ob.
40x.

Figura 14 - Microfotografia evidenciando a progressdo da erosdo de mucosa pela microscopia
optica (A, B, C, D) e imagens de microscopia eletronica de varredura (A’, B’, C’,D’). A, A’ —
Escore 0 (tempo 0): mucosa integra (A - H&E, 31,2x ¢ A’ - 150x). B. B’ - Escore 3 (2h de
isquemia): exposicao da lamina propria até a metade da extensdo das vilosidades (B - H&E, 75x e
B’ — 150x). C, C* - Escore 4 (2h de reperfusdo): exposi¢cdo da ladmina propria até a base das
vilosidades (C — H&E, 75x e C’ — 150x). D, D’ - Vilosidades curtas, mas com recobrimento de
células epiteliais (12h de reperfusdo) (D — H&E, 100x e D’ — 150x). Eqiiino do Grupo Controle.

Figura 15. Imagens de microscopia eletronica de varredura evidenciando aspectos das vilosidades
do jejuno sob distensdo intraluminal. Aspecto normal das vilosidades com rugosidades
caracteristicas no tempo 0 (A). Apds 2h de isquemia, as rugosidades das vilosidades sdo menos
evidentes (B). As 2h de reperfusio as rugosidades sdo ainda menos evidentes e as vilosidades
encontram-se levemente achatadas (C). Apos 12h de reperfuso, as vilosidades encontram-se
visivelmente retraidas (D). Eqiiino grupo controle. Escore zero (0) para erosdo de mucosa a
histopatologia. 150x.

Figura 16. Valores médios e desvio padrio da area das vilosidades do jejuno sob distensdo
intraluminal em 18 eqiiinos divididos nos grupos controle, glutamina e multimodal constituido da
associagdo de acido ascorbico, dimetilsulfoxido, pentoxifilina e succinato soédico de
hidrocortisona. TO: antes da isquemia; 12: 2h de isquemia; R2: 2h de reperfusdo; R12: 12h de
reperfusdo. Médias seguidas de mesma letra minuscula nao diferem entre si nos tempos. Médias
seguidas de mesma letra maitiscula nao diferem entre si entre grupos P<0,05.

Figura 17. Valores médios e desvio padrdo do perimetro das vilosidades do jejuno sob distensao
intraluminal em 18 eqiiinos divididos nos grupos controle, glutamina e multimodal constituido da
associagdo de acido ascorbico, dimetilsulfoxido, pentoxifilina e succinato soédico de
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reperfusdo. Médias seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem entre si nos tempos. Médias
seguidas de mesma letra maitiscula ndo diferem entre si entre grupos. P<0,05.
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Figura 18. Valores médios e desvio padrdo do niimero das vilosidades do jejuno sob distensdo
intraluminal em 18 eqiiinos divididos nos grupos controle, glutamina e multimodal constituido da
associagdo de acido ascorbico, dimetilsulfoxido, pentoxifilina e succinato sodico de
hidrocortisona. TO: antes da isquemia; 12: 2h de isquemia; R2: 2h de reperfusdo; R12: 12h de
reperfusdo. Médias seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem entre si nos tempos. Médias
seguidas de mesma letra maitiscula ndo diferem entre si entre grupos. P<0,05.

Figura 19. Média e desvio padrao da atividade de mieloperoxidase (MPO) do jejuno sob distensao
intraluminal (DIL) (A) e isquemia venosa completa (IVC) (B) em 18 eqiiinos divididos nos grupos
controle, glutamina e multimodal constituido da associacdo de acido ascorbico, dimetilsulfoxido,
pentoxifilina e succinato sddico de hidrocortisona. TO: antes da isquemia; I2: 2h de isquemia; R2:
2h de reperfusdo; R12: 12h de reperfusdo; R12L: 12h de reperfusdo em segmento distante da
lesdo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si no mesmo tempo. Médias seguidas de
mesma letra maitscula ndo diferem entre si entre grupos. P < 0,05.

Figura 20. Média e desvio padrao da atividade de mieloperoxidase (MPO) no jejuno sob distensao
nas camadas mucosa e submucosa (A) e nas camadas muscular e serosa (B) as 2h de isquemia (12)
e 2 e 12h de reperfusdo (R2 e R12, respectivamente), nos 18 eqiiinos dos grupos controle,
glutamina e multimodal constituido da associagdo de acido ascorbico, dimetilsulfoxido,
pentoxifilina e succinato sddico de hidrocortisona. Médias seguidas de mesma letra mintiscula ndo
diferem entre si no mesmo tempo. Médias seguidas de mesma letra maitscula ndo diferem entre si
entre grupos. P <0,05.

Figura 21. Valores médios da variagdo da expressdo de mRNA para o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-o) nos segmentos de jejuno sob distensdo intraluminal (DIL) e isquemia venosa
completa (IVC) do grupo controle as 2h de isquemia (12), e as 2 e 12h de reperfusdo (R2 e R12,
respectivamente), em relacdo ao tempo basal considerado igual a um (1).

Figura 22. Valores médios da variagdo da expressdo de mRNA para a proteina quimiotaxica de
granuldcitos 2 (GCP-2) nos segmentos de jejuno sob isquemia venosa completa (IVC) e distensao
intraluminal (DIL) do grupo controle as 2h de isquemia (I2), e as 2 e 12h de reperfusdo (R2 e R12,
respectivamente), em relacdo ao tempo basal considerado igual a um (1).
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RESUMO

Sob anestesia geral e com controle da pressdo arterial, 18 eqiiinos foram submetidos simultaneamente a
modelos de isquemia venosa completa e distens@o intraluminal de segmentos do jejuno por 2h seguidos
de 12h de reperfusdo. Seis eqiiinos (grupo T1) foram tratados com glutamina a 2% (50mg/Kg), seis
(grupo T2) com a associagdo de succinato sodico de hidrocortisona (4mg/Kg), pentoxifilina (8mg/Kg),
acido ascorbico (50mg/Kg) e dimetilsulfoxido (20mg/Kg) e seis (grupo C) com solugdo de ringer lactato
por via intravenosa. Os tratamentos foram realizados 1h ap6s o inicio da isquemia, sendo que a glutamina
foi também administrada na sexta hora de reperfusdo, momento no qual os animais dos demais grupos
receberam solug@o de ringer lactato. Foram colhidas amostras intestinais antes e com 2h de isquemia e
com 2 e 12h de reperfusdo, sendo neste tltimo tempo também colhidas amostras de pulmao, figado, rim,
pancreas, coragdo, e corio laminar dos membros toracicos para avaliagdes histologica e da atividade de
mieloperoxidase (MPO). Nos intestinos também se realizou analise ultraestrutural, mensuragdo do
nimero, area e perimetro das vilosidades e avaliagdo da expressdo do fator de necrose tumoral alfa
(TNF-o0), da interleucina 8 (IL-8) e da proteina quimiotaxica de granuldcitos 2 (GCP-2). Para nenhuma
das variaveis houve diferenga estatistica entre grupos, no entanto, nos grupos T1 e T2 houve diminuigdo
significativa da erosdo de mucosa apos 12h de reperfusdo e da hemorragia de mucosa apos 2h de
reperfusdo no segmento submetido & isquemia venosa completa, sinalizando uma tendéncia de reparo
mais precoce e menor intensidade de alteragdes vasculares. Os tratamentos avaliados, nas condigdes em
que foram empregados neste experimento, atenuam a erosao e a hemorragia de mucosa no jejuno
submetido a isquemia e reperfusdo por obstrucao venosa completa em eqiiinos.

Palavras-chave: eqiiino, obstru¢do intestinal, hidrocortisona, pentoxifilna, dimetilsulféxido, acido
ascorbico, glutamina.
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ABSTRACT

Under general anesthesia and arterial pressure control, eighteen horses were submitted simultaneously to
distension and complete venous ischemia of jejune for two hours, followed by twelve hours of
reperfusion. Six horses (T1 group) were treated with intravenous 2% glutamine (50mg/Kg), six horses
(T2 group) were treated with an association of hydrocortisone succinate (4mg/Kg), pentoxifylline
(8mg/Kg), ascorbic acid (50mg/Kg) and dimetylsulfoxide (20mg/Kg), and six horses (group C) were
treated with ringer lactate solution in same volume. The treatments were performed at lh after the
beginning of ischemia and glutamine was also administred at 6h after reperfusion, when the other groups
received ringer lacatate solution. Intestinal samples were collected before the onset of ischemia and at 2h
of ischemia and, in at 2 and 12h of reperfusion for histopatological analyses, ultrastructural examination,
measurement of area and number of villus per mm?, myeloperoxidases activity and tumor necrosis factor
alpha (TNF-0) and granulocytes chimiotaxic protein 2 (GCP-2) expression analysis. After 12h of
reperfusion samples of lungs, kidney, spleen, heart, pancreas, liver and lamellar corium tissue were also
collected for histopatological and MPO evaluation. There were no statistical differences between groups,
therefore, along the time in groups T1 and T2 in venous ischemia segment, the mucosal erosion at 12 of
reperfusion and hemorrhage at 2h of reperfusion were statistical lower. It was concluded that the
treatments attenuated the mucosal erosion and hemorrhage caused by ischemia and reperfusion in jejune
under complete venous obstruction in equine.

Keywords: equine, intestinal obstruction, hydrocortisone, pentoxifylline, dimetylsulfoxide, ascorbic acid,
glutamine.
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1. INTRODUCAO

A sindrome colica é uma das afec¢des de maior
prevaléncia em eqiiinos podendo acarretar
prejuizos significativos devido ao custo elevado
do tratamento e a possibilidade de obito. As
coOlicas podem ser causadas por varios
mecanismos, sendo as obstru¢des responsaveis
por 56% de sua ocorréncia, com taxas de Obito
de 21 e 76%, quando simples ou estrangulantes,
respectivamente (White, 1990). As obstrucdes
comprometem a circulagdo intestinal podendo
acarretar lesGes teciduais que se perpetuam
durante a reperfusdo, mesmo em segmentos
distantes a lesdo (Rio Tinto et al., 2000).

As lesdes teciduais decorrentes das obstrugdes
sdo iniciadas pela hipdxia, a qual desencadeia
uma séric de eventos fisiopatoldgicos
seqiienciais e interdependentes. Com a
reoxigenagdo apos a corregdo cirurgica, as lesoes
geradas pela hipdxia se agravam, aumentando a
resposta inflamatoria inicial, o que pode
ocasionar uma reagdo sist€émica e¢ possibilidade
de disfungdo em multiplos orgdos. Devido a
complexidade desses eventos, os farmacos mais
indicados s3o aqueles que possuem diferentes
mecanismos de ac¢do ou, ainda, que se faga uso
de uma associacdo de farmacos com fungdes
distintas ou complementares. Em eqiiinos,
estudos avaliando a eficacia de associagdes
terapéuticas sdo escassos e aqueles avaliando
agentes isolados apresentaram resultados pouco
satisfatorios ou limitados (Freeman et al., 1988;
Horne et al., 1994; Moore et al., 1995; Rio Tinto,
1999; Abreu, 2003).

Os objetivos gerais deste trabalho foram de
avaliar os seguintes aspectos: as alteragdes
teciduais subseqiientes as obstrugdes simples e
estrangulativas no jejuno; a ocorréncia de lesdes
em oOrgdos a distancia em decorréncia de
obstrugdes intestinais e os mediadores
inflamatorios envolvidos no desenvolvimento
das lesdes intestinais e em 6rgdos a distancia. O
objetivo especifico foi avaliar o efeito da
glutamina e da associacdo de succinato sodico
de hidrocortisona, dimetilsulfoxido, pentoxifilina
e acido ascorbico no tratamento das lesdes
decorrentes de obstrugdes experimentais no
jejuno de eqiiinos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Obstrucdes intestinais e mecanismos de
lesao tecidual

As obstrugdes intestinais ocasionam um
comprometimento do fluxo sangiiineo venoso
e/ou arterial, o que acarreta graus variaveis de
hipoxia. Tal situag@o inicia uma complexidade
de  multiplos eventos  simultineos e
interdependentes caracterizados por alteragdes
vasculares e celulares que culminam em aumento
da permeabilidade vascular e lesdo tecidual com
morte celular. A magnitude dessas alteragdes,
bem como as camadas intestinais mais
acometidas, varia de acordo com o tipo de
obstrugdo concomitante.

2.1.1. Alteragdes vasculares ¢ celulares
decorrentes de obstrugdes intestinais nao
estrangulativas

Nas obstrugdes ndo estrangulativas de intestino
delgado, a irrigacdo € comprometida pela
distensdo  intraluminal (DIL) decorrente,
principalmente, do actimulo de liquido e gas
(Faleiros, 2003). A DIL ocasiona a hipoperfusido
arterial e venosa nas camadas mais externas do
intestino e, em menor extensdo, na mucosa €
submucosa, razao pela qual as alteragdes
observadas nessas sdo de intensidade menor
(Dabareiner et al., 1993).

A distensdo experimental de jejuno com pressao
de 25cm de H,O por duas horas em eqiiinos,
ocasionou uma redu¢do na perfusdo das camadas
seromuscular, com formagcdo de edema,
infiltrado de neutréfilos na serosa ¢ perda de
células mesoteliais (Dabareiner et al., 1993). O
edema ocorre devido ao aumento da pressdo
hidrostatica capilar apdés elevagdo da pressdo
venosa que colabora para a dilatagdo de vasos
linfaticos e colapso da parede das vénulas
(Granger et al, 1980). Foram observadas
também alteragdes morfoldgicas e separagdo das
células endoteliais dos vasos da serosa com
conseqiiente aumento de permeabilidade vascular
(Debareiner et al., 2001). Normalmente, ndo sdo
observadas alteragdes no epitélio da mucosa
intestinal (Faleiros, 2003).
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O intestino sob distensdo intraluminal ndo possui
alteragdes macroscopicas importantes, o que faz
com que seja mantido no abdomen durante o ato
operatorio (Freeman et al., 1988). No entanto, as
alteracdes celulares nas camadas externas do
intestino podem ser de tal magnitude que levem a
ocorréncia de complicagdes no pds-operatorio,
como as aderéncias (Debareiner et al., 2001).

2.1.2. Alteragdes vasculares e celulares decorrentes
de obstrugdes intestinais estrangulativas

As obstrugdes estrangulativas podem acometer a
circulagdo venosa, arterial ou ambas. As alteragoes
macroscopicas € microscopicas encontradas em
casos de obstru¢do de ocorréncia natural em
eqiiinos sdo mais semelhantes as produzidas
experimentalmente por meio de obstrucdo venosa
completa (OVC) do que pela obstrugdo arterio-
venosa (OAV) (Ruggles et al., 1993). Devido a esse
fato, considera-se que a OVC possui uma
importancia clinica maior (Moore et al., 1995).

Macroscopicamente, as obstrugdes estrangulativas
por OVC ocasionam aumento mais acentuado do
edema e hemorragia de mucosa, serosa e
mesentério que a OAV. As alteragdes no
mesentério colaboram para a ocorréncia de seu
encurtamento apos 42 dias da obstrugdo (Freeman
et al, 1988). Com relagdo as alteragdes
microscopicas, as lesdes de mucosa na OVC e
OAV s@o semelhantes as 2 ou 12h de reperfusio e
ocorrem predominantemente na extremidade dos
vilos e, em menor extensao, nas criptas. No entanto,
o edema e hemorragia na mucosa s3ao mais
acentuados na OVC (Freeman et al., 1988).

2.1.3. Patofisiologia das obstrucdes intestinais

Independente do tipo de obstru¢do que acomete o
segmento intestinal, o resultado ¢ a hipoxia
(Vasconcelos, 2002). A diminui¢do da tensdo de
oxigénio inicia as lesdes observadas durante a
isquemia, que sdo posteriormente agravadas durante
a reoxigenagdo subseqiiente a corregdo cirlrgica
(Fig. 1). Tais lesdes sdo desencadeadas por dois
eventos interdependetes: a inflamagdo e o estresse
oxidativo, ambos presentes tanto na isquemia
quanto na reperfusio.

O oxigénio (O,) é necessario para a formacdo de
trifosfato de adenosina (ATP) através da
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fosforilagdo  oxidativa na  mitocondria. A
diminuic¢do do O, cessa a producdo de ATP, o que
ocasiona a diminuigdo intracelular dessa molécula.
Para manter a homeostase, a célula utiliza a
glicolise anaerdbica, uma via alternativa de
producdo de ATP, ativada pelo aumento de
monofosfato de adenosina (AMP). A glicolise gera
acido lactico e fosfatos inorganicos, os quais
diminuem o pH intracelular, inibindo a sintese de
ATP (Moore et al., 1995).

A diminuicdo de ATP intracelular prejudica o
transporte ativo através da membrana mediado pela
bomba de Na'/K" ATPase, o que acarreta alteragdes
na permeabilidade da membrana celular e
conseqiiente influxo de sodio e calcio e efluxo de
potassio. O aumento de sodio ocasiona a difusdo de
agua para o interior da cé€lula, resultando em edema,
desintegragdo da  mitocondria, do reticulo
endoplasmatico e ruptura de lisossomas com a
liberagdo de enzimas contidas em seu interior
(Pinheiro et al., 1999). O aumento de calcio ativa
certas enzimas, como as proteases, a fosfolipase A,
(PLA,) e a calpaina. As proteases resultam lesdo
celular direta através da degradacdo da membrana
celular, da cromatina e do citoesqueleto (Rowe e
White, 2002). A PLA2 ¢ necessaria para a sintese
de mediadores inflamatorios derivados de
fosfolipideos de membrana que irdo ocasionar
danos a célula ja na isquemia (Pinheiro et al.,
1999). A calpaina realiza a conversdo da xantina
desidrogenase (XDH) em xantina oxidase (XO)
durante a isquemia, mas a conseqiiéncia desse
evento nas lesdes teciduais se inicia durante o
periodo de reoxigenacdo (Moore et al., 1995).

O aumento do calcio i6nico no citosol promove
também o fechamento das jungdes gap, importante
meio de comunicagdo intercelular por onde
pequenas moléculas como o AMPc e o proprio ion
calcio transitam livremente. O AMPc é um segundo
mensageiro em varios eventos celulares, realizando
a ativagdo de proteinas responsaveis pela
fosforilagdo de moléculas que atuam em eventos
finais de proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciacdo
celular, assim como no metabolismo da glicose
(Lodish et al., 2000). O ion célcio colabora para a
peristalse intestinal estimulando a contragdo
harmonica da musculatura lisa via jungdes gap. A
atonia pode ocorrer mesmo quando ha aumento
discreto de calcio ou quando hd queda do pH
intracelular, ambas situa¢des que ocorrem durante a
hipoxia (Lodish et al., 2000).
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Figura 1. Esquema de eventos bioquimicos e celulares subseqiientes a hipdxia.
(ATP — trifosfato de adenosina; XDH — xantina desidrogenase; XO — xantina oxidase; RLO- radical livre
de oxigénio).
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As células mais precocemente afetadas pela hipdoxia
sejam as células endoteliais e os leucocitos
(Pinheiro et al., 1999). Quando expostas a hipoxia,
as células endoteliais alteram seu citoesqueleto e
suas formas, gerando pequenos poros intercelulares,
0 que determina um aumento da permeabilidade
local, com conseqiiente edema tecidual (Ogawa et
al.,, 1990). O endotélio sob hipoxia produz as
interleucinas 1 e 8 (IL-1 e IL-8), fator de necrose
tumoral alfa (TNF-c) e fator de agregacdo
plaquetaria (PAF), o que favorece a migracdo,
adesdo e ativacdo de leucocitos e aumento da
permeabilidade vascular (Faller, 1999; Michiels et
al., 2000). A hipoxia também induz a expressdo da
ciclooxigenase-2 (COX-2) via ativacdo do fator de
transcricdo nuclear kappa beta (NF-xf) pelas
células endoteliais (Michiels et al., 2000). A COX-2
ird gerar tromboxanos € o NF-kf codifica a
transcri¢do de genes que culminam com a formagao
e liberagdo de citocinas (Tab. 1).

A hipéxia também afeta de maneira significativa a
integridade das células epiteliais que recobrem a
mucosa intestinal. Essas células possuem uma taxa
metabdlica alta, o que faz com que sejam bastante
sensiveis a hipoxia (Moore, 1997), sofrendo todas
as alteragdes celulares ja descritas decorrentes da
deplegdo de ATP, as quais ocasionardo a morte
celular (Rowe e White, 2002). Esse efeito inicia na
extremidade das vilosidades, progredindo em
direcdo as criptas quanto mais prolongado for o
periodo de hipdxia. A lesdo do epitélio intestinal
estimula células epiteliais adjacentes a produzir
citocinas que irdo aumentar o recrutamento de
neutrofilos e a  permeabilidade  vascular,
colaborando para a intensificacdo das lesdes
(Blikslager et al., 2007).

Durante a hipoxia, a ativagdo da PLA,, além de
lesar a célula por hidrolise de fosfolipideos de
membrana, também libera o &cido araquidonico, um
constituinte da membrana celular, e regula a
formacdo  de  lisofosfolipideos como a
lisofosfatidilcolina e o PAF (Moore et al., 1995)
(Fig. 1). O é4cido araquidonico é um substrato para
sintese de eicosanodides, substancias que atuam
como mediadores inflamatorios. A partir do acido
araquidonico, pela via da enzima ciclooxigenase,
sdo produzidos prostaglandinas e tromboxanos e,
pela via da lipoxigenase, as lipoxinas e leucotrienos
(Tab. 1). Essas substancias irdo ativar plaquetas,
leucocitos, células endoteliais € moléculas de
adesdo, gerando varios eventos inflamatérios como
aderéncia, quimiotaxia e degranulagdo de
leucocitos, aumento da permeabilidade vascular,
agregacdo plaquetaria e produgdo de radicais livres
(Rowe ¢ White, 2006). A lisofosfatidilcolina, um
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surfactante de ocorréncia natural no intestino, induz
lesdo de mucosa quando em altas concentracdes,
ocasionando aumento da permeabilidade intestinal
a macromoléculas (Tagesson et al., 1985). O uso de
inibidores da PLA, na isquemia intestinal de ratos e
felinos diminuiu a concentragao de
lisofosfatidilcolina e atenuou as lesdes de mucosa
(Otamiri et al., 1987, Otamiri et al., 1988).

O PAF ¢ derivado de fosfolipideos de membrana
pela ativagdo da PLA, de varios tipos celulares,
incluindo células endoteliais, plaquetas, neutrofilos
e macrofagos. Entre suas agdes estdo o aumento da
aderéncia, degranulacdo e producdo de radicais
superoxido pelos neutrofilos e aumento da
permeabilidade vascular (Moore et al., 1995). O uso
de antagonista da PAF diminuiu a aderéncia
leucocitaria e a permeabilidade vascular no
intestino delgado de felinos sob isquemia e
reperfusdo (Kubes et al., 1990). Os leucocitos
ativados, as plaquetas e as células endoteliais
também secretam o PAF que, além de contribuir
para os eventos celulares e circulatorios da
inflamagdo, também induz a produgdo de outros
mediadores pelas células inflamatorias locais
(Moore et al., 1995).

Além dos mediadores ja citados, as citocinas e
quimiocinas, outra classe de mediadores
inflamatérios, também atuam simultaneamente no
processo (Tab. 1). As citocinas sdo oriundas de
leucocitos ativados durante o processo inflamatdrio,
células endoteliais sob hipoxia e células epiteliais.
As principais citocinas envolvidas sdo interleucina
le 6 (IL-1 e IL-6), o TNF-c e o interferon gama
(IFN-y) (Michiels et al., 2000). As quimiocinas sdo
estimuladas pelas citocinas e as principais sdo o IL-
8 e a proteina quimiotaxica para granulocitos 2
(GCP-2) (CXCL6) (Feniger-Barish et al., 2000).
Esses mediadores tém acdo autdcrina, paracrina e
endocrina e colaboram para a quimiotaxia,
degranulag@o e liberagdo de enzimas lisossOmicas e
radicais livres pelos leucdcitos, além de aumento de
calcio no citosol nessas células, ativagdo da PLA, e
produgdo de eicosandides (Cooper, 2000a) (Tab. 1).
As citocinas também estimulam a producdo da
enzima 60xido nitrico indutivel (ONi), que produz o
oxido nitrico (NO). O NO reage com os RLO
formando o {ion peroxinitrito, que ocasiona a
peroxidagdo de lipidios de membrana e disfungdo
mitocondrial, colaborando para aumentar a
destrui¢@o celular (Bellhorn e Macintire, 2004).



Tabela 1. Origem e mecanismo de agdo das moléculas sinalizadoras acionadas durante o processo
inflamatorio gerado pela hipdxia e reoxigenagao.

Molécula Origem Mecanismo deacio
PAF Derivado da membrana Aumento da permeabilidade vascular, agregacdo
lipidica de células lesionadas ~ plaquetaria
PLA, Aumento de calcio Liberag@o do acido araquidonico e formagdo de PAF e
intracelular lisofosfatidilcolina
Lisofosfatidilcolina PLA, sobre os fosfolipideos Lesao direta a membrana celular

Acido araquiddnico

Prostaglandinas

Tromboxanos

Leucotrienos

Citocinas

TNF-o

IFN-y

Interleucinas
(especialmente IL-1,

IL-6 ¢ IL-8)
Oxido Nitrico

RLO

Mieloperoxidase
COX-2

NF-«B

de membrana
Liberado da  membrana
celular de células endoteliais,

leucocitos, plaquetas,
mastdcitos e células
danificadas pelo PLA,

Sintetizadas a partir do acido
araquidonico pela via das
ciclooxigenases

Sintetizados a partir do acido
araquidonico pela via das
ciclooxigenases

Sintetizados a partir do acido
araquidonico pela via das
lipoxigenases

Derivadas de leucdcitos
ativados e células endotelias
sob hipdxia

Leucocitos ativados e células
endoteliais sob hipdxia
Leucocitos ativados e células
endoteliais sob hipdxia
Leucécitos ativados e células
endoteliais sob hipdxia

Produzidos pela enzima ONi
estimulada pelas citocinas e
células  endoteliais  sob
hipoxia

Degranulagdo de neutroéfilos
e conversdo da hipoxantina
em acido urico e agua pela
enzima XO, durante a
reoxigenagao

Degranulagéo de neutré6filos
Células  endoteliais  sob
hipoxia, ativacdo do acido

araquidonico em  células
lesionadas
Células  endoteliais  sob
hipdxia

Origina prostaglandinas e tromboxanos pela via das
ciclooxigenases e lipoxinas e leucotrienos pela via da
lipoxigenase

Principalmente a vasodilata¢do (prostaglandinas I, e E,)

Agregacdo plaquetdria e aderéncia de leucdcitos ao
endotélio

Ativa células endoteliais e leucocito estimulando a
quimiotaxia, degranulagdo e produgdo de RLO
(especialmente o leucotrieno By — LTB,)

Aderéncia de neutréfilos ao endotélio, proliferagdo,
diferenciacdo e degranulacdo de neutrofilos (TNF-c) e
macrofagos (IFN-y); aumento do calcio intracelular em
leucécitos, com subseqiiente ativagdo de PLA, e
producdo de eicosanodides; sintese de fibrinogénio e
proteinas do complemento pelo figado; proliferacdo de
células inflamatérias pela medula. As citocinas mais
importantes sdo TNF, IFN, ¢ interleucinas.

Aderéncia, proliferacdo ¢ degranulagdo de neutrofilos;
formacdo de RLO; morte celular por apoptose
Aderéncia, proliferacdo e degranulagdo de macrofagos e
formagdo de RLO

Aderéncia, proliferagdo e degranulagdo de macrofagos e
formagéo de RLO

Peroxidag@o de fosfolipideos de membrana através do
ion peroxinitrito gearado da reagdo do ON com os RLO;
vasodilata¢do

Peroxidagdo de fosfolipideos de membrana, reticulo
endoplasmatico e nucleo celular com subseqiiente
destruic@o celular; formacdo do ion peroxinitrito com o
ON; formagao do acido hipocloroso e hidroxila

Formagdo do 4cido hipocloroso a partir dos RLO
Sintese de prostaglandinas e tromboxanos

Transcricdo de genes que culminam na sintese e
liberagdo de citocinas

PAF — fator de agregacdo plaquetaria; PLA, — fosfolipas A2, TNF-c — fator de necrose tumoral alfa; IFN-y — interferon gama. TNF-
o — fator de necrose tumoral alfa; IFN-y — interferon gama; ONi- 6xido nitrico indutivel; IL- interleucina; XO- xantina oxidase.
RLO - radicais livres de oxigénio; COX-2 — ciclooxigenase 2; NF-«f3 — fator de transcrigdo nuclear kappa beta
Fonte: Flaherty e Weisfeldt, 1988; Michiels et al., 2000; Lodish et al., 2000; Cooper, 2000a.
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Adicionalmente, leucocitos e plaquetas também
liberam aminas vasoativas, como histamina e
serotonina, as quais irdo aumentar mais a
permeabilidade vascular. Leucocitos ativados
também  liberam  proteases como  as
metaloproteinases, que destroem a matriz celular.
As células inflamatdrias também geram RLO,
evento que ocorre durante a fagocitose, a partir
de uma oxidase ligada a NADPH e¢ o NO
estimuladas pelas citocinas IL-1, TNF e IFN-y.
Os RLO produzidos pelos leucécitos podem
gerar outros agentes oxidantes, como o acido
hipocloroso, cuja formagdo ¢ mediada pela
enzima mieloperoxidase em neutrofilos, ou
radicais hidroxila, via reagdo de Haber-Weis, em
macrofagos. O acido hipocloroso, ao reagir com
os RLO também forma o ion peroxinitrito,
aumentando a destruicdo celular (Jones et al.
1997) (Tab. 1).

Durante a reoxigenagdo, no entanto, 0s
mecanismos de lesdo se ampliam especialmente
pela formagdo de RLO mediada pela XO,
convertida de forma irreversivel por meio da
calpaina a partir da XDH, durante a isquemia
(Pinheiros et al., 1999). A XDH, normalmente
presente na célula em homeostase, converte a
hipoxantina, um subproduto da quebra do ATP,
em acido Urico e agua para posterior excre¢do
renal. A enzima XO também realiza essa
conversdo, no entanto, necessita do oxigénio
como molécula aceptora de elétrons e, quando
este é fornecido durante a reperfusdo, formam-se
como subprodutos os RLO, oxidantes com
grande capacidade de lesdo tecidual (Moore et
al., 1995). Esses RLO gerados a partir da XO,
além de aumentar a les@o celular também ativam
a PLA,, estimulam a quimiotaxia de mais células
inflamatorias, interagindo com seus subprodutos,
como o NO derivado dos leucocitos (Flaherty e
Weisfeldt, 1988).

Os RLO envolvidos na lesdo de reperfusdo sdo o
anion superoxido (O,), o radical hidroxila (OH")
e o peroxido de hidrogénio (H,0,) que, apesar de
ndo ser um radical, participa da sintese de O, e
OH' (Flaherty e Weisfeldt, 1988; Cotran et. al.,
1994). Os RLO sé@o caracterizados pela presenca
de um elétron ndo pareado na ultima orbita, o
que lhes confere uma capacidade alta de reagir
com qualquer constituinte bioquimico da célula,
mas, especialmente, os lipidios do citoplasma e
membrana celular, as proteinas estruturais ou
enzimaticas € o acido nucléico, resultando em
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lesdo celular direta e irreversivel (Flaherty e
Weisfeldt, 1988; Pinheiro et al, 1999). A
peroxidagdo lipidica gerada pelos RLO também
promove a ativacdo da PLA, durante o periodo
de reoxigenacdo, aumentando ainda mais a
sintese de eicosanoides, conforme mecanismo ja
exposto (Pinheiro et al., 1999)

Durante a reoxigenag@o, os leucdcitos também
participam da lesdao tecidual por meio das
substincias  liberadas a partir de sua
degranulagdo, muitas das quais s@o radicais
livres. Os polimorfonucleares possuem a enzima
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
oxidase (NADPH-oxidase), capaz de reduzir o
oxigénio, gerando o anion superdxido (Pinheiro
et al.,, 1999). Essas células também secretam a
mieloperoxidase, enzima que catalisa a formagdo
de 4acido hipocloroso (HOCL), a partir da
oxidagdo do ion cloro na presenca de peroxido de
hidrogénio (Jones et al., 1997). O HOCL reage
com aminas, gerando as cloraminas, potentes
oxidantes (Pinheiro et al., 1999). Os leucdcitos
também produzem enzimas proteoliticas, como
elastase, colagenase e gelatinase, que participam
da lesdao tecidual e destruicdo da matrix
extracelular (Jones et al., 1997).

Adicionalmente, outro efeito ja demonstrado
apos um periodo de hipoxia é a faléncia de
reperfusdo de determinados segmentos da
microcirculagdo, gerando uma heterogencidade
na distribuic¢do do fluxo sangiiineo e hipoxia
tecidual focal. Esse fend6meno, denominado de
ndo-reperfusdo (no-reflow), constitui em um
mecanismo de lesdo tecidual adicional
decorrente da reoxigenagdo (Reffelmann e
Kloner, 2003). Entre as hipdteses para a
ocorréncia desse fendmeno estd a compressao do
leito capilar pelas células endoteliais e epiteliais,
edemaciadas durante a isquemia. Também se
considera a ocorréncia da oclusdo dos capilares
por trombos, aglomerados de leucdcitos,
plaquetas ou hemacias, hemoconcentragdo e
desequilibrio entre substancias vasoconstritoras e
vasodilatadoras  decorrentes do  processo
inflamatorio (Pinheiro et al., 1999).

Segundo o exposto, os eventos subseqiientes a
hipoxia e reoxigenacdo sdo interdependentes e
complementares e compreendem, em ultima
analise, a uma resposta inflamatéria tdo intensa
quanto maior o tempo de obstru¢do e o
comprometimento circulatério decorrente. A



magnitude da reacdo inflamatdria tecidual pode
gerar uma inflamagao generalizada
caracterizando a sindrome da resposta
inflamatoria  sistémica (SIRS) que pode
ocasionar a sindrome da faléncia de multiplos
orgdos (MODS) (Robertson e Coopersmith,
20006).

2.2. Mecanismos de lesdo tecidual nas
obstrucdes intestinais em eqiiinos

Embora ndo se conhegam os mecanismos
responsaveis pela lesdo intestinal decorrente das
obstrugdes em eqiiinos, alguns eventos, em casos
clinicos e experimentais, ja foram documentados.
Clinicamente, as obstru¢cdes estrangulativas
cursam com maior gravidade de lesdes de
mucosa concomitante a maior produgdo de TNF-
o ¢ menor taxa de sobrevida (Morris et al.,
1991). A principal fonte de TNF-c s3o os
leucocitos ativados e as células endoteliais sob
hipoxia (Tab. 1). No entanto, a participagdo de
neutrofilos na obstrugdo experimental em
eqiiinos possui resultados controversos.

Conforme ja exposto, os neutr6filos podem gerar
citocinas, RLO e liberar enzimas proteoliticas
durante a resposta inflamatoria. No coélon maior
submetido a isquemia de baixo fluxo em eqiiinos,
observou-se infiltrado de neutrofilos apos 3h
isquemia com aumento apo6s 30min de
reperfusdo, no entanto, sem atividade detectavel
de mieloperoxidase (MPO) (Moore et al., 1994).
No célon menor de eqiiinos submetidos a OAV
observou-se aumento moderado de neutréfilos
durante a isquemia, sem aumentos significativos
durante a reperfusdo (Faleiros, 1997). No colon
menor sob DIL, o infiltrado aumentou apos a
reperfusdo (Faleiros, 2003).

No jejuno de eqiiinos submetido a isquemia
venosa ou arterio-venosa sem reperfusdo, nao
houve aumento no infiltrado de neutréfilos apds
3h (Sullins et al., 1985). No entanto, em modelo
de isquemia semelhante, observou-se infiltrado
de neutrofilos ap6s 70min de isquemia com
aumentos  significativos apdés 60min de
reperfusdo (Dabareiner et al., 2001). Rio Tinto
(1999) e Abreu (2003) também verificaram
aumento do infiltrado de neutréfilos em jejuno
submetido a OV e OAYV, especialmente apds a
reperfusio. Em  modelos de  distensdo
intraluminal de jejuno, observou-se aumento de

infiltrado de neutro6filos na serosa (Dabareiner et
al., 2001).

Outro mecanismo de lesdo sdo os RLO que
podem ser gerados também pela agdo da enzima
XO durante a reoxigenagdo. Em eqiiinos, ocorre
a conversdo da XDH em XO durante a isquemia,
principalmente no intestino delgado e em
quantidades minimas no c6lon maior (Prichard et
al., 1991; Moore et al., 1995). No entanto, ao se
quantificar o melandialdeido, um marcador de
lipoperoxidagdo de membrana, os resultados
encontrados levam ao questionamento da
importancia dos RLO formados durante a
reperfusdo. Apds 90min de isquemia venosa no
jejuno, houve aumento desse marcador sem
aumento de seus niveis ap6s 90min de reperfusdo
(Law e Freeman, 1995). Também houve aumento
do melandialdeido no colon maior de eqiiinos
apos 3h de isquemia concomitante & diminui¢do
dos mecanismos antioxidantes (Moore, 1997).

2.3. Lesoes a distidncia decorrentes das
obstrucoées intestinais

As lesdes a distancia decorrentes das obstrugdes
intestinais sdo associadas a ocorréncia da
resposta inflamatoria sistémica (SIRS). Para que
a SIRS ocorra, é necessaria que a resposta
inflamatoria seja de tal magnitude que a
quantidade de mediadores inflamatorios gerados
seja capaz de produzir alteragdes em oOrgdos a
distancia, podendo predispor & sindrome da
faléncia de multiplos 6rgidos (MODS) (MacKay,
2003). Durante as obstru¢des intestinais ocorre a
formagao de diversos mediadores inflamatorios e
RLO gerados conjuntamente pelas células
endoteliais, leucocitos ativados e células
epiteliais adjacentes a lesdo que podem ser
absorvidos via corrente circulatoria ou linfatica e
predispor a SIRS (Robertson e Coopersmith,
2006). Adicionalmente, a destruicdo da barreira
do epitélio intestinal cria condi¢des para a
passagem de endotoxinas ou translocagdo
bacteriana em altas quantidades para o sistema
circulatério. Tais toxinas também promovem a
formagdo de mediadores inflamatérios que irdo
contribuir para a SIRS e MODS (Bellhorn e
Macintire, 2004). Atualmente, por meio da
biologia molecular, ¢ possivel compreender
melhor o mecanismo fisiopatologico desses
eventos.
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A endotoxina, constituida quimicamente por
lipopolissacarideos (LPS), ¢ um componente
estrutural da membrana de bactérias gram-
negativas, normalmente residentes e mantidas no
limen intestinal pela barreira da mucosa
constituida de células epiteliais e suas secregdes,
além da microbiota residente (Moore ¢ Barton,
1998). Fisiologicamente, uma quantidade
minima de endotoxinas chega a circulagdo
sangiiinea, mas rapidamente é removida pelas
células de Kupffer. No entanto, em situagdes de
desequilibrio da microbiota intestinal ou
destruicdo das células epiteliais, como nos casos
de isquemia e reperfusdo (I/R) por obstrucio
estrangulativa no intestino, a quantidade de
endotoxinas que atingem a circulacdo aumenta
exponencialmente, gerando uma resposta
inflamatoria sistémica (Moore e Barton, 1998).

Quando na corrente circulatéria a endotoxina
liga-se rapidamente a proteinas presentes no
plasma chamadas de proteinas ligantes de LPS
(LBP — lipopolysaccharide biding portein),
sintetizadas pelo figado, que possuem alta
afinidade pela porgao lipidica A da endotoxina.
O complexo LBP-endotoxina liga-se ao receptor
CD14, presente na membrana de monocitos,
macrofagos e células de Kupffer (Moore e
Barton, 1998). O CDI14 também possui uma
forma soltvel no plasma que igualmente liga-se
ao complexo LBP-endotoxina para apresenta-lo a
células que ndo possuem o CDI4 em sua
membrana, como as células endoteliais (Moore,
2003). Apos a ligagdo do complexo LBP-
endotoxina ao receptor CDI14, inicia-se uma
seqiiéncia de eventos de sinaliza¢do intracelular
transmitidos por receptores chamados de TLR
(Toll-like receptor), dos quais o TLR-4 ¢ o mais
estudado em caso de endotoxemia (Johnson et
al., 2004). Esses receptores, envolvidos nos
eventos gerados pela endotoxemia, também o sdo
na SIRS e na MODS (Bryant, 2003).

Os TLR s@o receptores de membrana existentes
em macrofagos, neutrofilos e células epiteliais do
intestino e pulmdo, capazes de reconhecer
padrdes moleculares associados a patdgenos
como os lipopolisacarideos (LPS). Ao
reconhecer esses padrdes, o TLR liga-se a eles
por meio das proteinas CD14 ¢ MD2, também
presentes na superficie celular (MacKay, 2003).
Apos a ligagdo, ocorre a ativagdo de uma via de
sinalizagdo intracelular que, via proteinas-kinase
como a IRAK-4 (interleucin-4 receptor
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assocated kinase), realiza a fosforilagdo do
chamado IKB (fator de inibi¢do kappabeta) que
ativa o fator nuclear kappa beta (NF-kf3). Apos a
ativagdo do NF-«kf, este migra para o nucleo
onde serd responsavel pela ativacdo de uma
seqiiéncia de genes que codificam alguns
mediadores inflamatdrios, entre os quais estdo o
TNF-c, a COX-2, as interleucinas, a
lisofosfatidilcolina, o PAF e fatores de
coagulacdo e fibrindlise (Moore e Barton, 1998;
Moore, 2003) O TLR-4, também induz a
producdo de oxido nitrico sintase indutivel
(iNOS) (Bryant, 2003). Portanto, apos a ativagdo
da via de sinalizagdo gerada pela ligagdo no
receptor TLR4, ocorre a sintese de mediadores e
ativacdo de células inflamatdrias, alteracdo da
permeabilidade vascular e formacdo de RLO
(Robertson e Coopersmith, 2006).

O mecanismo supracitado refere-se ao sistema
imune inato. O sistema imune adaptativo
interage e se integra ao inato, 0 que ocorre por
meio das citocinas liberadas apds a ativagao do
TLR-4. Essas citocinas irdo atuar em células
dendriticas que irdo se ligar a antigenos e ativar
os linfécitos T e B. As células T, depois de
ativadas, irdo gerar mais citocinas, aumentando
ainda mais a resposta inflamatoéria.

A SIRS pode desencadear a MODS por meio da
resposta inflamatoria gerada e os subprodutos da
degranulagdo de leucocitos. Adicionalmente, as
lesdes remotas e a MODS tém sido associadas a
ocorréncia de morte celular por apoptose
mediada pelas citocinas e RLO gerados na SIRS
(Papathanassoglou et al., 2000).

A apoptose mediada pelas citocinas estd
relacionada especialmente ao TNF-c que dispde
de receptores de apoptose em varias células do
organismo. Os receptores que se ligam ao TNF-c
para indugdo da apoptose chamam-se Fas. Apds
a ligagdo ao receptor, inicia-se uma seqiiéncia de
sinalizagdo intracelular que ativa uma série de
proteinas. A caspase 8, quando ativada, ativa
outras caspases e realiza a clivagem de uma
proteina chamada Bid, da familia BCL-2. A Bid
ativada direciona-se & membrana mitocondrial
rompendo-a e liberando o citocromo C. Esse,
apos liberado no citosol, ird ligar-se & moléculas
pro-apoptéticas formando o complexo citocromo
C/apaf-1/Caspase 9. Esse complexo inicia a
ativagdo de outras caspases que culminam com a
apoptose (Papathanassoglou et al., 2000).



A indug@o da apoptose a partir dos RLO pode
ocorrer a partir de sua a¢do na peroxidagdo de
fosfolipideos de membrana. Os RLO destroem a
membrana plasmadtica e também a mitocondrial,
liberando, assim, o citocoromo C para o citosol,
o qual ira ativar a apoptose via formagdo do
complexo citocromo C/Apaf-1/Caspase 9,
conforme anteriormente  descrito  (Cooper,
2000b).

Adicionalmente, considera-se outra possivel via
para a ocorréncia da  apoptose  no
desenvolvimento de lesdes remotas e MODS.
Nas células onde o receptor Fas esta presente,
pode haver liberagdo desse receptor para a
corrente circulatéria formando a chamada FasL
soluvel. Essa liberacdo ocorre pela acdo de
metaloproteinases durante 0 processo
inflamatorio e pode constituir uma via de agdo
paracrina, uma vez que a FasL solivel também ¢
capaz de induzir apoptose a distancia
(Papathanassolglou et al., 2000).

O orgdo mais freqiientemente afetado em
decorréncia da SIRS e das alteragdes
circulatdrias no intestino ¢ o pulmao (Nakagawa
et al.,, 2008). Esse orgdo ¢é rico em receptores
TLR e, além da  possibilidade de
desenvolvimento de lesdo pela via hematdgena, é
0 primeiro a ser exposto a linfa mesentérica, a
qual pode conter citocinas e endotoxinas
produzidas durante a I/R intestinal (Bellhorn e
Macintire, 2004). Em condi¢des experimentais,
verificou-se que sofre aumento de
permeabilidade vascular e da concentragdo de
MPO apoés 30 minutos de reperfusdo intestinal
(Souza et al., 2000). Em eqiiinos, a lesdao
pulmonar foi documentada 12h apds a distensao
intraluminal experimental de c6lon menor com a
presenca de neutrdfilos no parénquima pulmonar
e aumento de MPO (Faleiros et al., 2008). As
alteragdes em eqilinos, bem como em outras
espécies estudadas foram atribuidas,
especialmente, aos mediadores inflamatorios
gerados pela I/R intestinal, entre os quais se
destacam o TNF-o, LTB, ¢ PAF (Souza et al,,
2000; MacKay, 2003; Faleiros et al., 2008).

A laminite é uma alteracdo freqiientemente
associada a afeccles intestinais em eqiiinos,
podendo ter uma prevaléncia de até 25% em
colicas de ocorréncia natural (Belknap e Moore,
1989; Cohen et al.,, 1994). No entanto, a
fisiopatologia ainda ¢é controversa, mas

atualmente, ¢ atribuida especialmente a ativagao
das metaloproteinases do tecido laminar pelas
citocinas geradas durante o processo inflamatorio
intestinal (Politt, 2007).

2.4. Terapéutica das lesdes de isquemia e
reperfusio

Devido a complexidade da fisiopatologia da
isquemia e reperfusdo, recomenda-se o uso de
farmacos com varias agdes terapéuticas ou,
entdo, a terapia multimodal, a qual ¢ constituida
de agentes que atuam em diferentes mecanismos
do complexo fisiopatologico (Rowe e White,
2006). O tratamento deve objetivar a preservagao
da integridade celular e reduzir a formagdo de
RLO, o actimulo e migracdo de neutrdfilos e a
inflamagdo (White, 2006).

Alguns agentes com propriedades de inibir a
formagdo ou neutralizar os RLO, como o
alopurinol e a superdxido desmutase, quando
utilizados isoladamente, foram ineficientes para
atenuar as lesdes decorrentes de I/R em eqiiinos
(Horne et al., 1994; Johnston et al., 1991). No
entanto, o alopurinol, em associacdo com outras
substancias constituintes de uma solugdo
utilizada em transplantes chamada de “Carolina
Rinse”, auxiliou na atenuacdo de lesdes
decorrentes de I/R intestinal (Young et al., 2002).

A solug@o de “Carolina Rinse” é constituida de
antioxidantes (alopurinol, glutationa e
desferroxamina), substratos de ATP (glicose e
frutose), bloqueador de canais de calcio
(nicarpidina) e vasodilatador (adenosina) em pH
6,5. Recentemente, seu uso em isquemia de
baixo fluxo no jejuno de eqiiinos atenuou as
lesdes circulatérias e o infiltrado de neutrofilos
(Van Hoogmoed et al., 2001; Van Hoogmoed et
al., 2002). No entanto, foi parcialmente efetiva
no jejuno submetido a distensdo (Young et al.,
2002) e ndo pode ser administrada
sistemicamente, o que limita seu uso em lesdes
intestinais extensas (White, 2006).

O dimetil sulfoxido (DMSO) ¢é um
antiinflamatério com agdo de neutralizacdo de
radicais superoxido, estabilizagdo de membranas
lisossomais, inibicdo da quimiotaxia de
neutréfilos, da agregacdo plaquetiria e da
proliferacdo de fibroblastos (Brayton, 1986).
Apesar de ser empregado amplamente em
eqiinos com célica (Moore ¢ Bertone, 1992), o
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DMSO possui resultados controversos e
limitados quando avaliado experimentalmente
em casos de I/R em eqiiinos. Na dose
comumente utilizada, 1g/Kg/IV, possui meia
vida bioldgica de até Sh (Plumb, 2002). Nessa
mesma dose, em modelo experimental de
isquemia arteriovenosa de jejuno, ndo atenuou a
lesdo de mucosa (Arden et al., 1990; Horne et al.,
1994). No entanto, recentemente, a
administragdo de 20mg/Kg diminuiu a
ocorréncia de aderéncia pos-operatdria em potros
submetidos a isquemia arteriovenosa em jejuno e
ileo (Sullins et al., 2004) e atenuou danos a
microvasculatura, além de diminuir o infiltrado
de neutréfilos no jejuno submetido a isquemia de
baixo fluxo (Dabarainer et al., 2005). No entanto,
nesse ultimo modelo, as alteragcdes de mucosa
foram ausentes, ocorrendo, apenas, alteragdes
vasculares, motivo pelo qual os autores
sugeriram a avaliagdo da dose utilizada em
modelos de isquemia completa, onde os danos ao
intestino sdo mais acentuados (Dabarainer et al.,
2005).

A pentoxifilina (PTX) ¢ um derivado da
metilxantina que possui propriedades
hemorreolégicas caracterizadas por melhorar o
fluxo sangiiineo e a deformidade eritrociatiria,
inibir a agregacdo plaquetaria e reduzir a
viscosidade do sangue em condicdes patologicas
(Abreu, 2003). Em situagdes experimentais,
verificou-se que a PTX inibe a XO, neutraliza os
radicais superoxido e hidroxila e a atividade da
PLA,, o que resultou em diminuigdo do infiltrado
de neutroéfilos e da produgdo de TNF-c (Mandel,
1995). Adicionalmente, constatou-se que a PTX
induz a formagdo endogena de prostanglandina
E, (PGE,), para a qual se atribuiu a sua acdo
citoprotetora (Aslan et al., 2001). Em eqiiinos, a
meia vida bioldgica da PTX ¢ variavel (Plumb,
2002), mas em modelos de obstru¢do venosa de
jejuno na espécie, esse agente atenuou a
hemorragia de mucosa e o edema de submucosa
e resultou na recuperagdo mais precoce da
mucosa apos 12h de reperfusao (Abreu, 2003).

O succinato sodico de hidrocortisona (SSH) ¢ um
glicocorticoide de rapido inicio de agdo e meia-
vida bioldgica de aproximadamente 12h, sendo
30 vezes mais potente que a dexametasona
(Plumb, 2002). Em modelos de isquemia
arteriovenosa e venosa de jejuno em eqiiinos,
colaborou para o reparo mais precoce da mucosa,
mas ndo reduziu a hemorragia e o infiltrado de
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neutr6filos na mucosa e submucosa e o edema de
submucosa (Rio Tinto, 1999). No entanto, em
modelo de distensdo de colon maior, o SSH
reduziu a hemorragia, o infiltrado de neutroéfilos
e o edema de serosa durante a reperfusdo
(Faleiros, 2003).

O éacido ascorbico (AA) é uma substincia
envolvida no reparo de muito tecidos e na
formagdo do colageno, além da manutengdo da
integridade vascular e da fun¢do imune (Plumb,
2002). Também ¢ um neutralizador de radicais
superoxido e peroxido de hidrogénio, auxiliando
na preservagdo das concentragdes intracelulares
de glutationa (Lee et al., 2006). Em suinos, o AA
melhorou a hemodindmica e diminuiu o estresse
oxidativo, a inflamacao e a fibrose apos isquemia
renal (Chade et al, 2003). Em modelos de
isquemia e reperfusdo intestinal em coelhos, o
AA atenuou o edema e a hemorragia das
camadas submucosa e muscular (Byrka-
Owczarek et al.,, 2004). Em eqiiinos, apos a
administragdo intravenosa, o AA possui ampla
distribuigdo sistémica e uma meia vida biologica
¢ de até 17h (Loscher et al., 1984). Na literatura
consultada ndo foram encontrados estudos
avaliando seus efeitos em eqiiinos portadores de
I/R intestinal.

Recentemente, a glutamina tem sido utilizada em
situacdes experimentais em cobaias e em
condigdes clinicas em humanos com resultados
satisfatorios na atenuacdo e recuperacdo de
lesdes intestinais devido as suas varias agoes
terapéuticas. A glutamina é um aminoacido
presente em altas concentragdes no sangue e nas
células musculares e intestinais, sendo a
principal fonte energética para enterocitos
(Lopes-Paulo, 2005; Thomas et al., 2005). A
glutamina também participa do crescimento e
atividade de fibroblastos e linfocitos e modula a
resposta das células intestinais no estresse
oxidativo e na inflamacdo, além de inibir a
apoptose induzida pelo TNF-c em enterdcitos
(Fuchs e Bode, 2006). Em pacientes portadores
de afeccdes graves, as concentragdes de
glutamina na circulagdo diminuem devido ao
aumento da demanda desse nutriente pelos
tecidos. Nesses pacientes, a diminuicdo da
glutamina possui uma correlagdo positiva com a
mortalidade, sendo sua suplementacdo benéfica,
0 que a torna um aminoacido essencial nesses
casos (Lopes-Paulo, 2005). A suplementagdo de
glutamina foi eficaz na restauracdo da mucosa



intestinal e na cicatrizagdo cutdnea em humanos
portadores de queimaduras e, em condi¢des
experimentais, na lesdo e reperfusdo intestinal,
hepatica e periférica em ratos (Harward et al.,
1994; Peng et al., 2004; Jia et al., 2006; Omata et
al., 2007; Murphy et al., 2007; Szijarto et al.,
2007). Em eqiiinos, ¢é utilizada como suplemento
nutricional para atletas (Harris et al., 2006). Ndo
foi encontrada, na literatura consultada,
referéncia de seu uso em animais portadores de
afecgdes intestinais.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Animais e anestesia

O presente experimento teve a aprovagdo do
Comité de Etica em Experimentagio Animal
(CETEA) da Universidade Federal de Minas
Gerais, com protocolo de nimero n°144/2004.

O experimento foi realizado em parceria entre a
Escola de Veterinaria da Universidade Federal de
Minas Gerais (EV-UFMG) e o Eqiiicentro da
Pontificia Universidade Catdlica de Minas
Gerais (PUC-MG) - Campus Betim. Foram
utilizados 18 eqiiinos, sem raga definida, com
idade entre 4 e 12 anos, peso corporal médio de
297,4 + 32,4Kg e escore entre 3 e 4 (escala de 1
a 5, segundo Spiers, 1995). Os animais foram
vermifugados e alimentados por 15 dias com
feno a vontade e, anterior a cirurgia, pesados e
avaliados por meio de exames clinicos e
laboratoriais  constituido de  hemograma
completo.

Apds jejum de 12h, os eqiiinos receberam
6,6mg/Kg/IV de gentamicina' e 20.000UI/Kg/IM
de penicilina procaina® e foram posteriormente
pré-medicados com midazolam® (0,15mg/kg/IV)
e éter gliceril guaiacol® (100mg/kg/IV). Apbs o
decubito lateral, os animais foram intubados pelo
método de rotina. A indug¢do e manutengdo
anestésicas foram feitas com isofluorano’
volatilizado em 15mL/kg/min de oxigénio via

" Gentocin. Shering-Plough Satude Animal Industria e
Comércio Ltda. Cotia, SP.

2 Despacilina 400.000UI. Bristol Myers Squibb S.A. So
Paulo, SP.

3 Dormire. Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos
Ltda. Itapira, SP.

* Eter Gliceril Guaiacol. Farmos Comércio e Indiistria Ltda.
Rio de Janeiro, RJ.

5 Florane. Laboratério Abbott. Rio de Janeiro, RJ.

sonda orotraqueal através de aparelho de
anestesia, com vaporizador compensado em
circuito semifechado.

Como fluidoterapia durante o trans-cirirgico
utilizou-se a solugdo de ringer lactato em
velocidade de infusdo de 10mL/Kg/h, sendo
aumentada para 12,5mL/Kg/h durante o periodo
do tratamento, que iniciou ao final de 1h de
isquemia e durou até o inicio da reperfusdo. A
pressdo arterial média foi avaliada pelo método
invasivo com catéter na artéria facial ¢ mantida
entre 70 e 100mmHg, sendo realizada a
administragio de dobutamina® (1 a 5mcg/kg/min)
diluida em solucdo de ringer lactato, quando
necessario. A concentragdo de CO, ao final da
expiragdo (ETCO,) foi avaliada por capnografia
e mantida entre 35 e 50mmHg por respiracdo
controlada.

3.2. Lesao experimental

Sob anestesia geral, foi procedida uma
celiotomia mediana pré-umbilical de
aproximadamente 40cm, por onde foi feita a
exposi¢ao do jejuno, onde foram demarcados
dois segmentos de 40cm cada. O primeiro
submetido a modelo de obstru¢do com isquemia
venosa completa (IVC), localizava-se a um
metro, em sentido oral, do inicio da prega ileo
cecal. O segundo, submetido & modelo de
obstrucdo com distensdo intraluminal (DIL),
situava-se um metro distante do primeiro,
também em sentido oral.

Para instrumentar a IVC no jejuno, foram
realizadas ligaduras murais nas extremidades dos
segmentos demarcados, utilizando-se drenos de
penrose n° 3 envolvendo externamente toda a
circunferéncia intestinal, com o propdsito de
ocluir a irrigagdo mural e os vasos paralelos a
borda mesentérica. Realizaram-se também
ligaduras nos ramos das veias mesentéricas,
utilizando-se drenos de penrose n° 1 (Rito Tinto,
1999). Apds a instrumentagdo, a circulagdo
arterial adjacente as ligaduras foi avaliada por
meio de dopplerimetria para assegurar-se de sua
presencga apds o preparo do segmento.

Para o segundo modelo, a DIL foi realizada
infusdo intraluminal de solugdo de NaCl 0,9%
aquecida a 37°C em um segmento isolado por

° Dobutrex. Hipolabor Farmacéutica. Belo Horizonte, MG.
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ligaduras completas murais, como anteriormente
descrito. A solug@o foi injetada via sonda uretral
n® 8, introduzida no Iimen através de
enterotomia em segmento adjacente. A sonda foi
acoplada externamente a um frasco com solucao
de NaCl 0,9% e a um mandmetro anerdide por
meio de uma torneira de trés vias. A pressao no
limen intestinal foi mantida em 25¢cmH,O por
todo o periodo de obstrugdo (Dabareiner et al.,
2001).

Apds a instrumentagdo, o0s  segmentos
experimentais do jejuno foram mantidos
obstruidos por 2h quando as ligaduras e sondas
foram retiradas e os animais mantidos em
anestesia durante as 2h iniciais de reperfusdo
desses segmentos. Durante todo o periodo de
obstrugdo e reperfusdo, os segmentos foram
mantidos dentro do abdémen. Apds esse tempo,
a anestesia foi interrompida e a recuperacdo
anestésica foi permitida.

Imediatamente ao final da anestesia, os animais
receberam 0,05mg/kg/IV de butorfanol' a cada
4h, com intuito de manter a analgesia. Apds a
recuperacdo anestésica até o periodo de 12h de
reperfusdo, os eqiiinos foram mantidos em baias
desprovidas de cama, em jejum hidrico e
alimentar. Doze horas ap6s a desobstrucdo
intestinal, os animais foram sedados com
xilazina®  (Img/kg/[V) e  acepromazina’
(0,1mg/kg/1V), e induzidos a anestesia geral com
tiopental® (3mg/kg/IV), procedendo-se, entdo, a
eutanasia por infusdo intravenosa de solugdo
saturada de sulfato de magnésio.

3.3. Grupos experimentais

Os 18 eqiiinos foram distribuidos ao acaso em
trés grupos experimentais — controle (C),
glutamina’ (T1) e multimodal (T2) constituido
pela associagdo de succinato sdédico de
hidrocortisona’, pentoxifilina’, dcido ascorbico® e

! Torbugesic. Fort Dodge Saide Animal. Campinas, SP.

% Sedazine. Fort Dodge Satide Animal. Campinas, SP

* Acepran 1%. Univet S/A Industria Veterinaria. Sdo Paulo,
SP.

* Thiopentax. Cristélia Produtos Quimicos e Farmacéuticos
Ltda. Itapira, SP.

5 L-Glutamina. Galena Quimica ¢ Farmacéutica Ltda.
Campinas, SP.

¢ Androcortil 500mg. Teuto Brasileiro S/A. Anapolis, GO.
7 Pentox 100mg/5mL. Farmasa Laboratério Americano
Farmacoterapia S.A. Sdo Paulo, SP.

8 Monovin C. Laboratorio Bravet Ltda. Rio de Janeiro, RJ.
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dimetilsulféxido’ - conforme a Tab.2. Os
tratamentos foram realizados por via IV apos 1h
de isquemia (1° tratamento) ¢ 6h de reperfusdo
(2° tratamento) (Fig. 2).

O 1° tratamento dos eqiiinos do grupo C foi a
solucdo ringer lactato na taxa de infusdo de
12,5mL/Kg/h, sendo essa mesma velocidade
utilizada no grupo T1 para a administragdo de
glutamina apds sua diluigdo (Tab. 2), enquanto
que no grupo T2, todos os farmacos foram co-
administrados, em bolus, na seguinte ordem:
succinato sodico de hidrocortisona (SSH),
pentoxifilina (PTX), acido ascorbico (AA) e
dimetilsulfoxido (DMSO) diluido em 100mL de
solucdo salina. Tais farmacos foram aplicados
nos primeiros 15min apds o inicio do 1°
tratamento, sendo que no restante do tempo, ou
seja, até o final da isquemia, foi administrado
ringer com lactato na taxa de 12,5mL/Kg/h (Tab.
2). O 2° tratamento dos grupos C ¢ T2 foi a
infusdo de ringer com lactato na taxa de
12,5mL/Kg e do grupo T1 foi a glutamina na
mesma velocidade de infusao.

3.4. Colheita e processamento das amostras

Foram colhidas amostras de tecido intestinal nos
segmentos experimentais antes (tempo zero) e ao
final da obstrugdo (2h de isquemia) e apds duas e
12h  de reperfusdo. Essas amostras eram
constituidas de fragmentos com
aproximadamente 2x5c¢m, colhidos na borda anti-
mesentérica, por meio de secc¢do transversal com
o bisturi incidindo todas as camadas. Apos
remoc¢ao de cada fragmento, a ferida foi suturada
com categute 2-0, em padrdo simples continuo
seguido de sutura invaginante em padro
Cushing.

Apds a eutanasia dos animais foram colhidas
amostras de tecido intestinal correspondentes a
12h de reperfusdo e, em areas distantes no
minimo 30cm aos segmentos demarcados,
correspondendo aos segmentos a distancia da
lesdo. Nesse mesmo tempo foram colhidas
também amostras de figado, pancreas, miocardio,
pulmao, rim e corio laminar digital de ambos os
membros toracicos.

° Dimesol. Marcolab Indéstria de Produtos Veterinarios.
Duque de Caxias, RJ.



. o FINAL DA ) o
INICIO DO 1 CIRURGIA INiCIO DO 2 ,
TRATAMENTO TRATAMENTO EUTANASIA
INICIO DA 1h ﬂ 2h 2h 1 6h ﬂ 7h 12h 1
CIRURGIA T_T ﬁ—
....... ISQUEMIA REPERFUSAO
FINAL DO 1° FINAL DO 2°
TRATAMENTO TRATAMENTO

Figura 2. Periodos de isquemia e reperfusdo e tratamentos realizados em 18 eqiiinos submetidos a duas
horas de isquemia por distensdo intraluminal e isquemia venosa completa de jejuno seguida de 12 horas

de reperfusao.

Tabela 2. Grupos experimentais e tratamentos em 18 eqiiinos submetidos a duas horas isquemia por
distensdo intraluminal e isquemia venosa completa de jejuno seguida de 12 horas de reperfusao

Tratamentos

Grupo experimental

1° Tratamento
(ap6s 1h de isquemia)

2° Tratamento
(ap6s 6h de reperfusdo)

Controle Solugdo ringer lactato 12,5mL/Kg/h
©
Glutamina
(T1) infusdo de 12,5mL/Kg/h
Multimodal - Succinato sodico de
(T2) 4mg/Kg/IV em bolus;

Solugdo ringer lactato 12,5mL/Kg/h

25mg/Kg em solugdo ringer lactato a 2% em 25mg/Kg em solugdo de ringer lactato

a 2% em infusdo de 12,5mL/Kg/h

hidrocortisona —  Solugdo ringer lactato 12,5mL/Kg/h

- Pentoxfilina - 8 mg/kg/IV em bolus;
- Acido ascorbico - 50mg/kg/IV em bolus;
- Dimetilsulféxido — 20mg/Kg/IV diluido em

100mL de NaCl 0,9% em bolus;

- Solugdo ringer lactato 12,5mL/Kg/h

As amostras de tecido intestinal foram dividas em
trés fragmentos. O primeiro foi imediatamente
fixado em solu¢do de formalina tamponada a 10%
e, posteriormente, processado segundo técnicas
rotineiras de inclusdo em parafina, cortadas em
microtomo a Sum, coradas pela hematoxilina e
eosina e examinadas em microscopio de luz para
analise histologica. O segundo fragmento foi fixado
em solucdo de glutaraldeido tamponado e
armazenado a 4°C, para posterior processamento de
rotina para microscopia eletronica de varredura. O
terceiro fragmento foi acondicionado em tubos
criogénicos e imediatamente congelado por imersao
em nitrogénio liquido para as analises dos
mediadores inflamatérios e da atividade de
mieloperoxidase. Os fragmentos de figado,
pancreas, miocardio, pulmao, rim e corio laminar
digital foram divididos em duas fragdes, uma
conservada em formalina tamponada a 10% para
posterior andlise histopatolégica e outra congelada
em nitrogénio liquido, conforme descrito para os
segmentos de intestino, para analise da atividade de
mieloperoxidase.

3.5. Analises histologicas

As analises histologicas do tecido intestinal foram
realizadas por um Unico examinador sem o
conhecimento do segmento avaliado. Foram
utilizados como pardmetros semi-quantitativos os
escores para erosdo, edema, hemorragia e infiltrado
de neutréfilos na mucosa, submucosa, muscular e
serosa, segundo sistema adotado por Rio Tinto
(1999), os quais se encontram nas Tabs. 3 ¢ 4. Na
serosa também foram utilizados escores para
descamagdo de células mesoteliais, distensdo de
linfaticos e deposicdo de fibrina, com base em
método adotado por Debareiner et al. (2001),
demonstrado nas Tabs. 5 e 6. A avaliacdo dos
demais orgdos foi realizada também sem que o
examinador tivesse conhecimento do grupo
correspondente a amostra sendo anotadas
quaisquer alteragdes. A avaliacdo do tecido laminar
foi realizada com base no critério seguido por Rio
Tinto (1999) (Tab. 7).
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Tabela 3. Escore para erosdo de mucosa do jejuno de eqiiinos submetidos a isquemia e reperfusdo por
distensdo intraluminal e isquemia venosa completa.

Escore Leséo
0 Ausente
1 Separagdo entre o eptélio e a ldmina propria na extremidade das vilosidades
2 Exposicao da lamina prdopria na extremidade das vilosidades
3 Exposicao da lamina propria de um terco até a metade da extensdo das vilosidades
4 Exposicdo da lamina propria até a base das vilosidades
5 Destruicdo das vilosidades

Adaptado de Rio Tinto (1999).

Tabela 4. Escore para edema, hemorragia e presenca neutrofilos polimorfonucleares nas camadas
intestinais do jejuno de eqiiinos submetidos a isquemia e reperfusdo por distensdo intraluminal e isquemia
venosa completa.

Escore Edema/Hemorragia/Neutréfilos polimorfonucleares
0 Ausente
1 Incipiente
2 Leve
3 Moderado
4 Intenso

Adaptado de Rio Tinto (1999).

Tabela 5. Escore para dilatacdo de vasos linfaticos e desprendimento de células mesoteliais na serosa do
jejuno de eqiiinos submetidos a isquemia e reperfusdo por modelo de distens@o intraluminal do jejuno e
isquemia venosa completa de jejuno.

Escore Dilatacio de linfaticos Desprendimento de células mesoteliais
0 Normal Ausente
1 Moderada Moderado
2 Intensa Intenso

Adaptado de Debareiner et al. (2001).

Tabela 6. Escore para deposi¢do de fibrina na serosa do jejuno de eqiiinos submetidos a isquemia e
reperfusdo por modelo de distensdo intraluminal do jejuno e isquemia venosa completa de jejuno.

Escore Deposicio de fibrina
0 Ausente
1 Discreto
2 Moderado
3 Intenso

Adaptado de Debareiner et al. (2001).

Tabela 7. Escores para lesdo de tecido laminar nos digitos toracicos em 18 eqiiinos submetidos a isquemia
e reperfusdo por obstrucdo venosa completa e distensdo intraluminal de jejuno.

Escore Lesiao
0 Ausente
1 Presenca de lesdo na base das Lep'. Estreitamento das Les’. Nicleos das células basais
arredondados e proximos a membrana basal. Individualizacdo das Les dificil.
2 Presenca de lesdo apenas até o nivel médio das Lep. Auséncia de Lds’ entre as Les.
3 Estreitamento na extremindade das Lep. Ao nivel médio das Lep as Les formam uma massa

amorfa de tecido entre as Lep e as Ldp”.

"Lep: laminas epidérmicas primarias; “Les: laminas epidérmicas secundérias; °Lds: ldminas dérmicas secundarias;
*Ldp: l4minas dérmicas primarias. Adaptado de Rio Tinto (1999)
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3.6. Analise ultra-estrutural e mensuraciao da

area, perimetro e nimero de vilosidades por
2

mm

As andlises ultra-estruturais das amostras
intestinais armazenadas em glutaraldeido foram
realizadas mediante o corte de fragmentos de
aproximadamente l16mm? das  amostras
intestinais. Esses fragmentos foram tratados com
tetroxido de oOsmio a 2% por 2h e,
posteriormente, desidratados por passagens
consecutivas de 15min em concentragdes
crescentes de alcool etilico. Apos secagem em
CO, sob pressdo, por meio de secador de ponto
critico, os fragmentos foram metalizados em
metalizador de fluxo i6nico por periodo de 70s
em poténcia de 70mA. A mucosa das amostras
intestinais foram examinadas em microscopico
eletronico de varredura, operando em 15kV em
um aumento de 150 vezes. As amostras foram
fotografadas e analisadas para avaliagdo de
possiveis alteragdes morfologicas.

A mensuragdo da area, perimetro e numero de
vilosidades por mm? das vilosidades foi realizada
nos segmentos de jejuno submetidos a distensao
intraluminal. Apoés digitalizadas, as imagens
obtidas pela analise de microscopia eletronica de
varredura foram analisadas por meio de um
software de processamento e analise de imagens
de dominio publico (Image J, National Institute
of Mental Health, http:/rsb.info.nih.gov/ij/).
Apds a calibragdo do cursor, ao se estabelecer a
escala de nimero de pixels para pum, foram
registrados o diametro e o perimetro do apice da
cada uma das vilosidades intestinais. O valor de
cada amostra foi considerado como o valor
médio das vilosidades medidas.

Para se estabelecer o numero de vilosidades por
mm’, realizou-se a determinacio da 4rea
digitalizada nas diversas amostras, sendo
considerados na contagem todos os apices das
vilosidades que apareciam por inteiro. Em todos
os animais, estabeleceu-se que seriam também
incluidos nessa contagem todos os apices
incompletos que se apresentavam junto as
margens  superior e  esquerda, sendo
desconsiderados aqueles que estavam junto as
margens inferior e direita.

3.7. Determinacao da atividade de

mieloperoxidase

A determinacdo da atividade de mieloperoxidase
(MPO) foi realizada nas dependéncias e de
acordo com protocolos do Laboratorio de
Imunofarmacologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Minas
Gerais (ICB-UFMG) e descrito por Souza et al.
(2000). A atividade de mieloperoxidase (MPO)
foi realizada em todos os tecidos colhidos. No
jejuno submetido a DIL, a MPO foi avaliada nas
camadas serosa € muscular e mucosa e
submucosa separadamente.

Apds descongelados, 100mg de tecido foram
triturados, homogeneizados em 1,9 mL de
solu¢do tampdo com pH 4,7 (0,IM de NaCl,
0,02M de NaPO,4, e 0,015M de NaEDTA) e
centrifugados a 260 x g por 10 min. Apds a
retirada do sobrenadante, foi procedida a lise
hipotonica, com 1,5 mL de solucdo de NaCl a
0,2% por 30s, seguida pela adi¢do de solucdo
com 1,6% de NaCl e 5% de glicose. Apds nova
centrifugacdo, foram realizadas ressuspensdo e
homogeneizagdo com tampao de NaPO, (pH 5.,4)
contendo 0,5% de bromido de hexadecil-trimetil-
amonia. Aliquotas de ImL dessa solu¢do foram
submetidas a trés ciclos de congelamento em
nitrogénio liquido. Apos centrifugacdo por mais
10 min. (10.000 x g), retirada do sobrenadante e
ressuspensdo em 1mL, determinou-se a atividade
da MPO medindo-se a mudan¢a na densidade
optica a 450nm usando-se tetrametilbenzidina
(1,6mM) e peroxido de hidrogénio (0,5mM).

3.8. Reacido de transcricio da polimerase
reversa em cadeia em tempo real (RT-PCR)

As amostras para andlise da expressdo de TNF-c
e GCP-2 foram processadas no Laboratorio de
Patologia Molecular da Escola de Veterinaria da
UFMG. Os primers de cada mediador foram
delineados para a espécie eqiiina com base nas
seqiiéncias de mRNA disponiveis no Gen bank
por meio do programa “Primer3” de dominio
publico (http://frodo.wi.mit.edu/), com numeros
de acesso ABO035735 (TNF-c6), AF035774
(Bactina) e MMO001081886 (GCP-2) e estao
expostos na Tab. 8. As analises foram realizadas
nas amostras do grupo controle do jejuno
submetido a DIL e a IVC.
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Tabela 8. Seqiiéncia génica dos primers da espécie eqiiina utilizados para quantificar o TNF-c e GCP-2
(CXCLO6) por PCR em tempo real em eqilinos com obstrugdo intestinal.

Gene Primer
TNF-c 5’-GGT TGT CTG TCA GCT TCA CG -3’
5" —-AGA CCA TGT TGT AGC AAA CC-3’
GCP-2 5’ -TCC AAG GTG GAA GTC GTA CC-3

5’ —GTT TTT CAA TGC GTG GTC CT- 3’

Fonte: http://frodo.wi.mit.edu/

Para a extragio do RNA, os fragmentos
preservados a -80°C foram triturados em placas
de Petri com o reagente Trizol', transferidos para
um eppendorf e homogeneizados com 0,7mL de
Trizol. Apds incubagdo em temperatura ambiente
por Smin, foi adicionado 200ul de cloroférmio,
seguindo-se agitagdo manual por 15seg e
incubagdo em temperatura ambiente por 2 a
3min. Para a separagdo das fases, centrifugou-se
o homogeneizado em centrifuga a 12,000 x g por
15min. a temperatura de 2 a 8°C e o
sobrenadante foi transferido para um eppendorf,
onde acrescentou-se 500ul de alcool isopropilico
para posterior incubacdo por 10min. em
temperatura ambiente e precipitacio do RNA.
Apos remogao do sobrenadante, 1mL de etanol
75% foi adicionado ao pellet de RNA,
homogeneizado e centrifugado a uma rotagdo
ndo superior 7,500 x g por Smin. a temperatura
de 2 a 8°C. Ap0s a centrifugacio, o sobrenadante
foi descartado e o pellet resultante foi dissolvido
em 4gua livre de RNAse', incubado por 10min. a
temperatura de 55-60°C e acondicionado em
freezer a -20°C para posterior sintese do cDNA.

Para a sintese de cDNA foram mensuradas as
quantidades de RNA (ng/ul) de cada amostra
para definir o volume necessario para que se
obtivesse de cada uma um total de 500ng/ul de
RNA. Apés definido o volume de cada amostra,
foram acrescidos os reagentes RT Reaction Mix
(5u), RT Enzime Mix (lpl) e agua livre de
RNAse em quantidade suficiente para completar
10ul. Essa solugdo foi agitada e incubada
seqiiencialmente a 25°C por 10min, a 42°C por
50min. e a 85°C por Smin.

Para o PCR em tempo real, foram utilizados
2,5ul de cDNA; 12,5ul de reagente Syber Green
Mix (Invitrogen); 0,5ul de ambos os primers de
cada mediador (Tab. 8). O RT-PCR foi realizado
utilizando-se termociclador de PCR em tempo
real Smart Cycler II (Cepheid) com a seqiiéncia

1 . . .
Invitrogen Corporation. www.invitrogen.com
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de 2min em 50°C, 10min em 95°C e 40 ciclos de
15seg a 95°C e Imin a 60°C.

A variacdo relativa da quantidade de mRNA foi
calculada com base nos valores de Ct (Cycle
threshold), conforme descrito por Livak e
Schmittgem (2001). Os valores representam a
variagdo dos tratamentos em relacdo ao controle
apds normalizagdo com base na expressao de
Pactina. A especificidade de amplificacdo foi
determinada avaliando-se os valores de Tm
(temperatura de fusdo) dos amplicons (Anexo 2).

3.9. Tratamento estatistico dos dados

Foram realizadas comparagdes entre os grupos
tratados e entre os tempos de cada grupo. As
avaliagOes estatisticas paramétricas foram feitas
através de andlise de varidncia em blocos ao
acaso e submetidas ao teste de Student-Newman-
Keuls para comparacdo entre tempos de um
mesmo grupo. O teste t de Student foi utilizado
para comparagdo entre grupos em cada tempo.
Os dados ndo paramétricos foram analisados
segundo o teste de Friedman para tempos em um
mesmo grupo e o teste Mann-Whitney para
grupos em um mesmo tempo (Sampaio, 1998)
com nivel de significancia de P < 0,05.

4. RESULTADOS
4.1. Anestesia

O protocolo de anestesia utilizado permitiu a
intubagdo e indugdo sem excitagdo dos animais
com padroes hemodindmicos e respiratorios
estaveis no inicio do procedimento até o final da
fase de isquemia. No entanto, em todos os
animais houve queda da pressdo arterial nos
primeiros minutos apos a desobstrugdo intestinal,
sendo necessaria a infusdo de dobutamina até o
final da cirurgia. Trés animais tiveram que ser
substituidos, pois, mesmo com a infusdo de
dobutamina, ndo se conseguiu elevar a pressdo
arterial acima de 70mmHg.



4.2. Alteragdes macroscopicas

No segmento submetido a DIL as alteragdes
observadas foram discretas e mais visiveis ao
final da isquemia. A serosa adquiriu uma
coloracdo avermelhada e os vasos ficaram mais
evidentes (Fig. 3A). Minutos ap6s a desobstrugio
essas alteragOes passaram a ndo ser visualizadas
e o aspecto da serosa e vasos tornou-se
semelhante ao segmento controle. Nédo foi
observada alteragdo na espessura das camadas
intestinais e a hemorragia a sec¢do durante a
colheita das amostras foi considerada normal.

Durante o periodo de obstrucdo do segmento sob
DIL, a pressdo intraluminal era continuamente
avaliada e mantida por um auxiliar responsavel
apenas por essa funcdo. A reposigdo de solugdo
de NaCl 0,9% intraluminal era realizada com
mais freqiiéncia quanto mais prolongado era o
tempo de obstrugdo. Apos a instrumentagdo do
segmento sob DIL, durante o periodo isquémico,
eram gastos aproximadamente de 500 a 700mL
de solugdo de NaCl 0,9% para a manutencdo da
pressdo em 25mmH,0.

As alteragdes no jejuno submetido a IVC foram
evidentes ao final da obstrugdo. A serosa e a
mucosa adquiriram uma coloragdo vermelho
escura ¢ houve aumento de espessura do
orgdo(Fig. 3B), com hemorragia intensa durante
a seccdo para colheita das amostras e edema de
mucosa e submucosa. Houve distensdo das veias
e artérias jejunais e suas ramificagdes e
hemorragia acentuada na serosa e mesentério
(Fig. 3C). Apods 2h de reperfusdo, ndo se
observou diminui¢do visivel da espessura e
edema da mucosa e a serosa adquiriu um aspecto
brilhante, caracteristico de edema. Apds 12h de
reperfusdo, a coloracdo da serosa e mucosa
estava vermelho escuro, porém em menor
intensidade da observada as 2h de reperfusdo ¢ a
espessura, embora diminuida, estava maior que
nos segmentos adjacentes.

4.3. Analise histopatoldgica
4.3.1. Amostras intestinais
A quantidade de lesdes foi menor no jejuno sob

DIL e maior no segmento submetido a IVC.
Nesse, as alteracdes abrangeram um maior

numero de camadas e no jejuno sob DIL as
alteragdes significativas foram encontradas
apenas na serosa (Tab. 9 e 10).

No jejuno sob IVC, a erosdo de mucosa ocorreu
apos 2h de isquemia sem diferenca entre grupos
at¢ 12h de reperfusdo e, na avaliagio da
progressdo dessa alteracdo ao longo do tempo
dentro de cada grupo, houve diminui¢do
significativa ap6s 12h de reperfusdo nos grupos
glutamina (T1) e multimodal (T2) (Tab. 9 e Fig.
4A). A hemorragia foi a alteracdo que atingiu o
maior numero de camadas, especialmente a
mucosa e submucosa, com aumento apos 2h de
isquemia em todos os grupos (Figs. 4B, 5A, 5B e
6). Na avaliagdo dessa alteracdo ao longo do
tempo de cada grupo, em T1 e T2 onde houve
diminui¢do significativa na hemorragia de
mucosa apods 2h de reperfusdo (Fig. 4B).

O infiltrado de neutréfilos foi significativo na
serosa de todos os grupos apos 2h de reperfuséo
e, no Tl e T2, também na muscular apos 2h de
isquemia. Em todas as situagdes o infiltrado
manteve-se elevado até as 12h de reperfusdo
(Figs. 7 e 8). O edema foi significativo apenas na
submucosa em todos os grupos apds 2h de
isquemia, permanecendo assim até as 12h de
reperfusdo (Fig. 9). Na serosa também ocorreu
desprendimento de células mesoteliais em todos
os grupos apos 2h de isquemia e a distens@o de
vasos linfaticos apds 2h de reperfusédo, reduzindo
apos 12h. Em nenhuma das variaveis analisadas
houve diferenga entre grupos.

No segmento sob DIL as alteragdes ocorreram
apenas na serosa, caracterizando-se por infiltrado
de neutrofilos as 2 e 12h de reperfusdo (Fig. 10)
e descamacdo de células mesoteliais ap6s 2h de
isquemia (Fig. 11) em todos os grupos. Na
camada muscular observou-se infiltrado de
neutrofilos em todos os grupos apos 12h de
reperfusdo, porém sem significancia estatistica.
Em nenhuma das varidveis analisadas houve
diferenca entre grupos nos diferentes tempos.

Em algumas amostras do jejuno colhidas a
distancia dos segmentos instrumentados foram
encontradas alteracdes de mucosa, porém essa
foi discreta e ndo diferiu do controle (Tab. 9 e
10).
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Figura 3. Alteragdes macroscopicas do jejuno apoés de 2h de isquemia induzida. 2A - A serosa do
segmento sob distensdo intraluminal encontra-se hiperémica e com os vasos mais evidentes. 2B - No
segmento sob isquemia venosa completa a coloragdo da serosa é vermelha escura. 2C — Distensdo e
hiperemia das artérias e veias jejunais e hemorragia na serosa e mesentério do segmento sob isquemia
venosa completa. Eqiiino do grupo controle.
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Tabela 9. Média (M) e desvio padrio (SD) de escores para degeneracdo do jejuno submetido isquemia
venosa completa no tempo basal (T0), apds 2h de isquemia, 2 e 12h de reperfusdo e no segmento distante
apos 12h de reperfusdo em 18 eqiiinos divididos nos grupos controle (C), glutamina (T1) e multimodal
(T2) constituido da associacdo de succinato soédico de hidrocortisona, pentoxifilina, acido ascorbico e

dimetil sulfoxido.

Grupo Controle (C) Grupo Glutamina (T1) Grupo Multimodal (T2)
= é kS '% s '%
g 5 5 = 8 >
Basal 2h 2h 12h  Distante Basal 2h 2h 12h  Distante Basal  2h 2h  12h  Distante
Erosdo M 0,0aA 33bA 4,20A 3,9bA 1,0aA 0,0aA 33bA 39bA 2,3cA 0,5aA 0,0aA 3,0bA  38A 2%A 0,7aA
Mucoss SO 00 08 05 13 06 00 13 10 15 05 00 06 08 15 0.5
Mucoss M 0kA  38bA  33bA  28A 0aA 0kA  38bA  3JcA  2,&A 0,0aA 0kA  38A 304 24A 0,00A
SD 0,0 04 09 09 00 0,0 04 05 05 00 00 03 07 07 0,0
'gn Submucssa M OBA  27bA 2%A  3bA 0,kA OkA  29bA  33bA  34bA 0,207 kA 35A  35A  36A  00A
;: SD 0,0 1,0 0.6 05 00 0,0 07 05 0.6 04 00 03 04 05 0,0
§ Muscular M 0kA  22bA  23bA  2A  O0A OkA 2 bA  18bA  18bA 0,00A OkA  260A 23bA  200A  00A
é D 00 11 09 10 00 00 04 09 05 00 00 06 05 04 0.0
Serosa M 0,0aA 23bA 2,0bA 1L4bA 0,0aA 0,0aA 22bA 28bA 24bA 0,0aA 0,0aA 28A  28A  24bA 0,00A
SO 00 10 13 09 00 00 03 05 04 00 00 09 05 06 0,0
Mucoss M OkA  0,kA  02aA kA 0,00A 0kA  0,0iA  08aA  0,3A 0,0aA 0kA  02aA 00  02A 0,00A
SD 0,0 0,0 04 00 00 0,0 00 09 05 0,0 00 04 00 04 0,0
é Submucsa M OZA 0%A  03aA 0% 0,207 OkA  1,%A  08aA  03aA 0,00A 0%A  12aA 08 LA 02A
‘E SD 0,4 08 12 08 04 0,0 12 09 05 0,0 05 L0 08 08 0,4
=
H Muscular M 0kA  0%A  03aA  05A 0,0 OkA  13bA  LIbA  16bA 0,00A 0OkA  1L3A LA LA 00A
r4 s 00 08 06 08 00 00 10 10 05 00 00 08 08 11 0.0
Serosa M 0,0aA 1,00A 1,80A 2,5bA 0,0aA 0,0aA 0,3aA 1,8bA 1,8bA 0,0aA 0,2aA 08aA  20bA  23bA 0,0aA
SO 00 11 1 04 00 00 06 1 05 00 04 08 08 04 0,0
Mucoss M 0kA  03A 024 O%A 0,00A 0kA 0,224 10aA  0,0aA 0,0aA OkA  02aA  07aA  08A 0,00A
SD 0,0 08 04 12 00 0,0 04 09 0,0 00 00 04 08 09 0,0
submucasa M OWA  24bA  2A  20A  02A OkA  28bA  20bA  19bA 0,00A 0kA  23bA  L8HA L8A  00A
E SD 0,0 1,0 15 14 04 0,0 07 13 02 0,0 00 04 12 08 0,0
E Muscular M 0kA  0&A  08aA  08A 0,0A OkA  O04kA  052A  0,3A 0,00A OkA  05aA 03  0%A  00A
SD 0,0 0,7 13 07 00 0,0 07 05 05 0,0 00 08 06 05 0,0
Serosa M 0,0aA 0,6aA 08aA 0,5A 0,0aA 0,0aA 0,0aA 03aA 0,5A 0,0aA 0,0aA 02aA 0,5 0,6aA 0,00A
D 00 07 09 05 00 00 00 05 05 00 00 04 05 07 0.0
Desc Mes™ M 0,5%A 14bA 1,4bA 1,7bA 0,2aA 0,20A 1,7bA 13bA 13bA 0,0aA 0,20A 1L,7bA 1,5bA 1,3bA 0,0aA
" sp 08 04 08 03 04 04 04 05 04 00 04 04 04 08 0,0
§ Dis Lin® M 02A 0%  LHA  0%A 0,kA OkA  1,A  13bA  LIbA 0,00A 02A  13aA  LGA O%A  00A
5 SD 0,4 08 04 08 00 0,0 08 08 0,7 0,0 04 08 02 06 0,0
Fibr Sert M OKGA  0,2A  09A  07A 0,0A OkA  0,0A  00aA  0,3A 0,00A OkA  04aA  06aA O%A  00A
SD__ 00 02 03 02 00 00 00 00 02 00 00 03 03 03 0,0

*Médias seguidas de mesma letra mintscula nio diferem entre si nos tempos. Médias seguidas entre si de mesma
letra maitiscula ndo diferem entre si entre grupos. P<0,05.
**Desc mes — descamagdo de células mesoteliais; Dis Lin — distensdo de vasos linfaticos; Fibr Ser — Deposigdo de
fibrina na serosa

33



Tabela 10. Média (M) e desvio padrido (SD) de escores para degeneragdo do jejuno submetido a distensdo
intraluminal no tempo basal (T0), apds 2h de isquemia, 2 e 12h de reperfusdo e no segmento distante apds
12h de reperfusdo em 18 eqiiinos divididos nos grupos controle (C), glutamina (T1) e multimodal (T2)
constituido da associagdo de succinato sddico de hidrocortisona, pentoxifilina, acido ascoérbico e dimetil

sulfoxido.
Grupo Controle (C) Grupo Glutamina (T1) Grupo Coquetel (T2)
(=} =} =}
< b = 54 = [
£ 5 3
2 2. 0 = 2. 0 = 2. o
isa 5 ) o O O o O 5}
= o~ [77] ] o~ [77] 2] o~ ©n
Basal  2h 2h 12h  Distante Basal 2h 2h 12h  Distante Basal 2h 2h 12h  Distante
Erosio M 00aA 00aA 00aA 08A  L0aA 002A 00aA 00aA 02aA  05A 002A  002A  00aA 05A 0727
Mucosa ¢, 0 00 00 04 06 00 00 00 04 06 00 00 00 05 05
& Mucosa M O0A 00aA 00aA 0%A  00A 00aA  00aA 03aA 02aA  0,0aA 00aA  00aA  00aA 05aA  00aA
E" SO 00 00 00 04 00 00 00 03 04 00 00 00 00 05 00
g Submucosa 002A 052A 00aA  00aA  00aA 002A 02aA 03aA  00aA  02aA 002A  00aA  03aA 02A  00aA
g SO 00 08 00 00 00 00 04 08 00 04 00 00 05 04 00
D
= M 00aA 00aA 02aA 00aA  00aA 00aA 02aA 03aA  00aA  0,00A 00aA  00aA  02aA 02aA  00aA
Muscular
SO 00 00 04 00 00 00 04 06 00 00 00 00 04 04 00
Serosa 00aA  00aA 0daA  03aA  0,0aA 00aA  06aA 10aA 1daA  0,0aA 00aA  02aA  08A 12A  00aA
SO 00 00 L0 08 00 00 09 09 08 00 00 04 09 09 00
Mucosa M O0A 0GA 00aA  00A  00aA 002A  00aA 00aA 00aA  0,0aA 002A  002A  00aA 00aA  00aA
SO 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
w
;.—'; Submucosa 022A 05A 03aA 0daA  02aA 002A 072A 00aA 02aA  0,0aA 05A  02aA  00aA 00aA  02A
3 SO 04 05 05 07 04 00 05 00 04 00 05 04 00 00 04
E Muscular M 002A 004 00A  LlaA  00aA 00aA 0daA  08aA 13aA  0,0aA 00aA  02aA 05A 15A  00aA
z SO 00 00 00 12 00 00 07 08 08 00 00 04 08 08 00
Serosa 00aA  00aA 13bA  24bA  0,0aA 00aA  00aA 12bA L6bA  0,0aA 02aA  00aA 18A 23bA  00aA
SO 00 00 16 13 00 00 00 L1 09 00 04 00 06 05 00
Mucosa 002A  00aA 00aA  00aA  00aA 002A  00aA 00aA 00aA  0,0aA 002A  002A  00aA 00aA  00aA
SO 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
o Submucosa M O0A 03A 00A  0GA 024 00aA 020A 03aA 00aA  002A 002A  00aA  00aA 02A  00aA
E SO 00 05 00 00 02 00 04 06 00 00 00 00 00 04 00
= Muscular M 002A 004 02A  00aA  00aA 00aA  00aA 00aA  00aA  0,0aA 00aA  00aA  00aA 02A  00aA
SO 00 00 04 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 04 00
Serosa M 004 D0A 03A 024 00aA 00aA  00aA 00aA 00aA  0,0aA 00aA  00aA  00aA 02A  00aA
SO 00 00 06 04 00 00 00 00 00 00 00 00 00 04 00
Dese Mes™ M 0SaA  L3bA 13bA 1A 0204 022A 15bA  13bA  LShA  0,0aA 022A 14bA  14bA  13bA 0027
" SO 08 03 04 04 04 04 05 04 04 00 04 08 05 03 00
3
E pisLintt M 0ZA 00aA 074 0%A  00A 00aA  03aA 03aA  03aA  0,0aA 02aA  06aA 13A 10aA  00aA
5 SO 04 00 05 06 00 00 06 06 05 00 04 09 04 06 00
FibrSers M OlA  00A  05A 03A  00aA 00aA  00aA 00aA 02aA  0,0aA 00aA  00aA  00aA 03aA  00aA
SD 00 00 05 06 0,0 00 00 00 04 0,0 00 00 00 05 00

*M¢édias seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem entre si nos tempos. Médias seguidas entre si de
mesma letra maiuscula ndo diferem entre si entre grupos. P<0,05.
**Desc mes — descamacdo de células mesoteliais; Dis Lin — distensdo de vasos linfaticos; Fibr Ser. —
Deposigdo de fibrina na serosa
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Erosao de Mucosa Jejuno IVC
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Figura. 4. Média e desvio padrdo dos escores de lesdo (A) e hemorragia (B) de mucosa do jejuno sob
isquemia venosa completa (IVC) em 18 eqiiinos divididos nos grupos controle, glutamina ¢ multimodal
constituido da associacdo de acido ascorbico, dimetilsulfoxido, pentoxifilina e succinato sodico de
hidrocortisona. TO: antes da isquemia; 12: 2h de isquemia; R2: 2h de reperfusdo; R12: 12h de reperfusao;
R12L: 12h de reperfusdo em segmento distante da lesdo. Médias seguidas de mesma letra minuscula ndo
diferem entre si nos tempos. Médias seguidas de mesma letra maiuscula ndo diferem entre si entre grupos.
P<0,05.
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Hemorragia Submucosa Jejuno IVC
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Figura. 5. Média e desvio padrdo dos escores de hemorragia das camadas submucosa (A) e muscular (B)
do jejuno sob isquemia venosa completa (IVC) em 18 eqiiinos divididos nos grupos controle, glutamina e
multimodal constituido da associagdo de acido ascérbico, dimetilsulfoxido, pentoxifilina e succinato
sodico de hidrocortisona. TO: antes da isquemia; 12: 2h de isquemia; R2: 2h de reperfusdo; R12: 12h de
reperfusdo; R12L: 12h de reperfusdo em segmento distante da lesdo. Médias seguidas de mesma letra
minuscula ndo diferem entre si nos tempos. Médias seguidas de mesma letra maitiscula ndo diferem entre
si entre grupos. P<0,05.
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Hemorragia Serosa Jejuno IVC
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Figura. 6. Média e desvio padrao dos escores de hemorragia da serosa do jejuno sob isquemia venosa
completa (IVC) em 18 eqiiinos divididos nos grupos controle, glutamina e multimodal constituido da
associacdo de acido ascorbico, dimetilsulfoxido, pentoxifilina e succinato soédico de hidrocortisona. TO:
antes da isquemia; 12: 2h de isquemia; R2: 2h de reperfusdo; R12: 12h de reperfusdo; R12L: 12h de
reperfusdo em segmento distante da lesdo. Médias seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem entre
si nos tempos. Médias seguidas de mesma letra maiuscula ndo diferem entre si entre grupos. P<0,05.

Neutroéfilos Serosa Jejuno IVC
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Figura. 7. Média e desvio padréo dos escores do infiltrado de neutrofilos da serosa do jejuno sob isquemia
venosa completa (IVC) em 18 eqiiinos divididos nos grupos controle, glutamina e multimodal constituido
da associagdo de acido ascorbico, dimetilsulfoxido, pentoxifilina e succinato sdédico de hidrocortisona.
TO: antes da isquemia; 12: 2h de isquemia; R2: 2h de reperfusdo; R12: 12h de reperfusdo; R12L: 12h de
reperfusdo em segmento distante da lesdo. Médias seguidas de mesma letra mintscula ndo diferem entre
si nos tempos. Médias seguidas de mesma letra maitiscula ndo diferem entre si entre grupos. P<0,05.
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Figura. 8. Média e desvio padrio dos escores de infiltrado de neutréfilos da camada muscular do jejuno sob isquemia
venosa completa (IVC) em 18 eqiiinos divididos nos grupos controle, glutamina e multimodal constituido da
associagdo de acido ascorbico, dimetilsulfoxido, pentoxifilina e succinato sodico de hidrocortisona. TO: antes da
isquemia; I12: 2h de isquemia; R2: 2h de reperfusdo; R12: 12h de reperfusio; R12L: 12h de reperfusdo em segmento
distante da lesdo. Médias seguidas de mesma letra mintiscula ndo diferem entre si nos tempos. Médias seguidas de
mesma letra maiuscula ndo diferem entre si entre grupos. P<0,05.
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Figura. 9. Média e desvio padréo dos escores de edema de submucosa do jejuno sob isquemia venosa completa (IVC)
em 18 eqiiinos divididos nos grupos controle, glutamina e multimodal constituido da associagdo de acido ascorbico,
dimetilsulfoxido, pentoxifilina e succinato sédico de hidrocortisona. TO: antes da isquemia; 12: 2h de isquemia; R2:
2h de reperfusdo; R12: 12h de reperfusdo; R12L: 12h de reperfusdo em segmento distante da lesdo. Médias seguidas
de mesma letra minuscula ndo diferem entre si nos tempos. Médias seguidas de mesma letra maiuscula ndo diferem
entre si entre grupos. P<0,05.
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Figura. 10. Média e desvio padrao dos escores de infiltrado de neutréfilos na camada serosa do jejuno sob distensao
intraluminal (DIL) em 18 eqiiinos divididos nos grupos controle, glutamina e multimodal constituido da associagdo
de acido ascorbico, dimetilsulfoxido, pentoxifilina e succinato sodico de hidrocortisona. TO: antes da isquemia; 12: 2h
de isquemia; R2: 2h de reperfusdo; R12: 12h de reperfusdo; R12L: 12h de reperfusdo em segmento distante da lesdo.
Meédias seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem entre si nos tempos. Médias seguidas de mesma letra
maitscula ndo diferem entre si entre grupos. P<0,05.
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Figura. 11. Média e desvio padrio dos escores de descamagdo de células mesoteliais na camada serosa do jejuno sob
distensdo intraluminal (DIL) em 18 eqiiinos divididos nos grupos controle, glutamina e multimodal constituido da
associagdo de acido ascorbico, dimetilsulfoxido, pentoxifilina e succinato sddico de hidrocortisona. TO: antes da
isquemia; I12: 2h de isquemia; R2: 2h de reperfusdo; R12: 12h de reperfusdo; R12L: 12h de reperfusdo em segmento
distante da lesdo. Médias seguidas de mesma letra mintiscula ndo diferem entre si nos tempos. Médias seguidas de
mesma letra maiuscula ndo diferem entre si entre grupos. P<0,05.

4.3.2. Demais o0rgdos escores corresponderam a lesdo moderada e foram

semelhantes em todos os grupos, estando expressos
Nao foram observadas alteragdes no figado, na Tab. 11 e ilustrados nas Figs. 12A e 12B. Em
pancreas, coracdo e rim. No tecido laminar, os algumas amostras foram adotados escores
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intermediarios devido a presenca adicional de
alteracdes de escores adjacentes. Assim, nas
amostras com escore 0,5 a alteragdo visualizada foi
estreitamento das laminas dérmicas secundarias
(Lds) sem outras alteragdes compativeis com o
escore 1 (Tab. 7). Nas amostras de escore 1,5
também se observou auséncia das ldminas dérmicas

primarias (Ldp) entre as laminas dérmicas
secundarias (Lds), conforme uma das alteragoes
descritas no escore 2. Para os escores 2,5,
encontrou-se também estreitamento das laminas
epidérmicas primarias (Lep), sendo essa alteragdo
uma das constituintes do escore 3.

Tabela 11. Média e desvio padrdo (DP) dos escores de lesdo do tecido laminar dos cascos dos membros
toracicos esquerdo (CAS AD) e direito (CAS AE) apdés 12h de reperfusdo em 18 eqiiinos submetidos
simultaneamente a distensdo intraluminal e obstrug¢do venosa de jejuno e divididos nos grupos controle,
glutamina e multimodal constituido da associagdo de acido ascorbico, dimetilsulféxido, pentoxifilina e

succinato sodico de hidrocortisona.

CONTROLE GLUTAMINA MULTIMODAL

CAS AD CAS AE CAS AD CAS AE CAS AD CAS AE

15 1,5 1,5 2.0 1,0 1,0

3,0 3,0 1,0 1,5 2,0 1,5

1,0 1,0 L5 1,0 2,5 2,5

0,5 1,0 0,5 0,5 0,5 1,0

2,0 2,0 0,5 0,5 0,5 0,5

1,0 1,0 0,5 0,5 1,0 1,5
Média* __ 1,5" 1,58 1,0° LI 125" 133"
DP 0894427 0,801041 0.5 0,65192 0821584 068313

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si (P<0,05).

B : & .

A T

Figura 12. M1crofotograﬁa de corte hlstologlco do
tecido laminar do digito de eqiiino do grupo controle
com escore de lesdo 1,5 apos 12h de reperfusdo em
segmentos de jejuno submetidos simultaneamente a
distensdo intraluminal e isquemia venosa completa. A
- Laminas epidérmicas secundarias (Les) estreitas e
auséncia das laminas dérmicas primarias (Ldp) entre
as Les (*). H&E, Ob. 10x. Nucleo das células basais
arredondados (seta) e proximos a membrana basal
(seta) (B) H&E, Ob. 40x.
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Na avaliagdo do tecido pulmonar, duas amostras
do grupo C e uma do T1 foram desconsideradas
na avaliagdo de lesdes decorrentes da alteragdo
intestinal induzida devido a presenca de
eosinéfilos no parénquima (Fig. 13A) e exsudato
bronquiolar com infiltrado de neutréfilos (Fig.
13B), o que, segundo Faleiros (2003), pode
caracterizar lesdao prévia. Foi observado
infiltrado de neutrofilos discreto em dois animais
do grupo C e em um do grupo T2 (Fig. 13C).
Nas demais amostras, ndo foram visualizados
neutréfilos.

4.4. Analise ultraestrutural e mensuracio da

area, perimetro e niimero de vilosidades por
2

mm

A microscopia eletronica de varredura (MEV)
permitiu avaliar de forma detalhada as lesdes de
mucosa observadas na histopatologia sendo
compativeis com os escores observados na
microscopia Optica (Fig.14). Em amostras com
escore de lesdo 1, tanto no segmento DIL quanto
no segmento distante, & MEV observou-se
achatamento das vilosidades com perda de suas
rugosidades. No entanto, em algumas amostras
de escore 0 foram observadas as mesmas
caracteristicas (Fig. 15). As imagens obtidas pela
MEYV também possibilitaram realizar as medidas
da area, do perimetro e do niimero de vilosidades
por mm’. A érea das vilosidades aumentou no



grupo C apds 12h de reperfusio, ndo se alterando
nos demais grupos (Fig. 16). O perimetro das
vilosidades aumentou as 12h de reperfusdo no
grupo C (Fig. 17) e o ntimero de vilosidades por
mm’ diminuiu apés 12h de reperfusio nos
grupos T1 e T2 (Fig. 18). Em nenhuma das
medidas houve diferenca entre grupos nos
tempos.

4.5. Atividade de Mieloperoxidase (MPO)

Nos segmentos sob DIL a atividade de MPO
aumentou ap6s 2h de reperfusdo, sendo os
valores absolutos superiores aos do segmento sob
IVC em todos os grupos (Tab. 12 e Fig. 19A).
Nas camadas mucosa e submucosa a MPO foi
superior aos valores obtidos na muscular e serosa
em todos os tempos e grupos (Tab. 13, Fig. 20A
e 20B). No jejuno IVC a MPO aumentou nos
grupos C e T1 apods 2h de isquemia e no grupo
T2 apds 2h de reperfusdo (Tab. 12 e Fig. 19B).
Em nenhuma das analises houve diferenca entre
grupos.

Os valores de MPO foram superiores no pulmao
em todos os grupos e gradativamente menores no
tecido laminar do casco esquerdo, no pancreas,
no coragdo, no rim, no figado e no tecido laminar
do casco direito (Tab. 14). Nado houve diferenga
na MPO entre grupos em nenhum dos o6rgdos
avaliados.

4.6. Mediadores inflamatorios

O mRNA do TNF-c foi detectado, no entanto
suas concentragdes diminuiram de forma
gradativa ao longo do tempo sem diferenca
estatistica tanto no segmento sob DIL quanto sob
IVC (Fig. 21). As concentragdes de mRNA de
GCP-2 foram mais elevadas as 2h de isquemia
com diminui¢do as 2h de reperfusdo e aumento
as 12h de reperfusdo em ambos os segmentos, no
entanto, sem diferenca significativa (Fig. 22).

As curvas de RT-PCR indicando o numero de
ciclos (Ct - “Cycle threshold”) e de temperature
de fusdo (Tm — “melting curve”) das amostras de
intestino para TNF-c estdo expostas nos Anexo 1
e2.

< u‘ Y Y;fg

Figura 13 — Microfotografia de corte histologico de
tecido pulmonar apds 12h de reperfusdo em segmentos
de jejuno submetidos simultaneamente a distensdo
intraluminal e isquemia venosa completa. (A)
Presenca de eosindfilos (setas) e (B) exsudato
bronquiolar com  presengca de  neutrdfilos
caracteristicos de lesdo prévia. (C) Infiltrado de
neutréfilos discreto no parénquima pulmonar (setas)
indicativo de lesdo pulmonar decorrente de reperfusio
intestinal (C). H&E, Ob. 40x.
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Figura 14 - Microfotografia evidenciando a progressdo da erosdo de mucosa pela microscopia optica (A, B, C, D) e
imagens de microscopia eletronica de varredura (A’, B’, C’,D’). A, A’ — Escore 0 (tempo 0): mucosa integra (A -
H&E, 31,2x ¢ A’ - 150x). B. B’ - Escore 3 (2h de isquemia): exposi¢do da lamina propria até a metade da extensdo
das vilosidades (B - H&E, 75x ¢ B’ — 150x). C, C’ - Escore 4 (2h de reperfusdo): exposi¢do da lamina propria até a
base das vilosidades (C — H&E, 75x ¢ C’ — 150x). D, D’ - Vilosidades curtas, mas com recobrimento de células
epiteliais (12h de reperfusdo) (D — H&E, 100x e D’ — 150x). Eqiiino do Grupo Controle.
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Figura 15. Imagens de microscopia eletronica de varredura evidenciando aspectos das vilosidades do jejuno sob distensao
intraluminal. Aspecto normal das vilosidades com rugosidades caracteristicas no tempo 0 (A). Apos 2h de isquemia, as
rugosidades das vilosidades sdo menos evidentes (B). As 2h de reperfusio as rugosidades sio ainda menos evidentes e as
vilosidades encontram-se levemente achatadas (C). Apds 12h de reperfusdo, as vilosidades encontram-se visivelmente

retraidas (D). Eqiiino grupo controle. Escore zero (0) para erosdo de mucosa & histopatologia. 150x.
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Figura 16. Valores médios e desvio padrio da area das vilosidades do jejuno sob distensdo intraluminal em 18 eqiiinos
divididos nos grupos controle, glutamina e multimodal constituido da associagdo de 4cido ascérbico, dimetilsulfoxido,
pentoxifilina e succinato sddico de hidrocortisona. TO: antes da isquemia; 12: 2h de isquemia; R2: 2h de reperfusdo; R12:
12h de reperfusdo. Médias seguidas de mesma letra minascula ndo diferem entre si nos tempos. Médias seguidas de mesma
letra maitscula ndo diferem entre si entre grupos P<0,05.
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Figura 17. Valores médios e desvio padrao do perimetro das vilosidades do jejuno sob distensdo intraluminal em 18
eqiiinos divididos nos grupos controle, glutamina e multimodal constituido da associagdo de acido ascorbico,
dimetilsulfoxido, pentoxifilina e succinato sddico de hidrocortisona. TO: antes da isquemia; I12: 2h de isquemia; R2:
2h de reperfusdo; R12: 12h de reperfusdo. Médias seguidas de mesma letra mintiscula ndo diferem entre si nos
tempos. Médias seguidas de mesma letra maiuscula ndo diferem entre si entre grupos. P<0,05.
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Figura 18. Valores médios e desvio padrdo do numero das vilosidades do jejuno sob distensdo intraluminal em 18
eqiiinos divididos nos grupos controle, glutamina e¢ multimodal constituido da associa¢do de acido ascorbico,
dimetilsulfoxido, pentoxifilina e succinato sédico de hidrocortisona. TO: antes da isquemia; 12: 2h de isquemia; R2:
2h de reperfusdo; R12: 12h de reperfusdo. Médias seguidas de mesma letra mintscula ndo diferem entre si nos
tempos. Médias seguidas de mesma letra maiuscula ndo diferem entre si entre grupos. P<0,05.
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Tabela 12. Média (M) e desvio padrao (SD) da atividade de mieloperoxidase (MPO) do jejuno submetido
a isquemia venosa e distensdo intraluminal de 18 eqiiinos divididos nos grupos controle, glutamina e
multimodal constituido de &cido ascorbico, dimetilsulfoxido, pentoxifilina e succinato sodico de
hidrocortisona de amostras basal (T0), com 2h de isquemia (12) e 2 e 12h de reperfusdo (R2 e R12) e em
segmento distante a lesdo apds 12h de reperfusdo (R12L).

MPOJEJUNO ISQUEMIA VENOSA

CONTROLE GLUTAMINA MULTIMODAL
T0 12 R2 R12 RI2L T0 12 R2 R12 RI2L T0 12 R2 R12 RI12L
0,305
M 000%A | 0062A  0,098A  0431bA  046TA | 000%A  0,07IbA  005HA  0,613A A 0,02laA  0,01%A  0313bA  047HA  0,37IbA
SD 00097 | 00574 01839 04667 04683 | 00023 0,126 00832 03291 02581 | 00377 0,015 0,429 0,2294 0,4682
MPO JEJUNO DISTENSAO INTRALUMINAL
M 000%A | 0042A  073%A  0,703bA  04660A | 0,00%A  0,05A  081%A  076%A  030%A | 002laA  003%A  071HA  093DHA  0,37IbA
SD 00097 | 00285 03857 03065 04683 | 00023 00417 04157 05082 02581 | 00377 04719 04222 05082 0,4682

Tabela 13. Média (M) e desvio padrdo (SD) da atividade de mieloperoxidase (MPO) das camadas mucosa
e submucosa ¢ muscular ¢ serosa do jejuno submetido a distens@o intraluminal de 18 eqiiinos divididos
nos grupos controle, glutamina e multimodal constituido de 4acido ascorbico, dimetilsulfoxido,
pentoxifilina e succinato sédico de hidrocortisona de amostras basal (T0), com 2h de isquemia (I2) e 2 e

12h de reperfusdo (R2 e R12).

MPO CAMADAS MUCOSA E SUBMUCOSA

CONTROLE GLUTAMINA MULTIMODAL
n R2 RI12 n R2 RI2 n R2 RI12
M 0,038aA  0,629bA  0,568bA | 0,049aA  0,663bA 0,617bA | 0,037aA  0,649bA  0,704bA
SD  0,0259 0,4009 0,388 00383 0,403 02577 0,0405 02622 04222
MPO CAMADAS MUSCULAR E SEROSA
M 0,004aA  0,127bA  0,162bA | 0,002aA  0,157bA 0,152bA | 0,001aA  0,176bA  0,233bA
SO 0,0051 0,0775 0,038 0,0018 0,0468 0,0622 0,0024 0,0942 0,1306
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Figura 19. Média e desvio padrdo da atividade de mieloperoxidase (MPO) do jejuno sob distensdo
intraluminal (DIL) (A) e isquemia venosa completa (IVC) (B) em 18 eqiiinos divididos nos grupos
controle, glutamina e multimodal constituido da associagdo de acido ascorbico, dimetilsulfoxido,
pentoxifilina e succinato sodico de hidrocortisona. TO: antes da isquemia; 12: 2h de isquemia; R2: 2h de
reperfusdo; R12: 12h de reperfusdo; R12L: 12h de reperfusdo em segmento distante da lesdo. Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si no mesmo tempo. Médias seguidas de mesma letra
maiuscula ndo diferem entre si entre grupos. P <0,05.
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Figura 20. Média e desvio padrdo da atividade de mieloperoxidase (MPO) no jejuno sob distensdo nas
camadas mucosa e submucosa (A) e nas camadas muscular e serosa (B) as 2h de isquemia (I2) e 2 ¢ 12h
de reperfusdo (R2 e R12, respectivamente), nos 18 eqiiinos dos grupos controle, glutamina e multimodal
constituido da associacdo de acido ascorbico, dimetilsulfoxido, pentoxifilina e succinato sodico de
hidrocortisona. Médias seguidas de mesma letra mintscula ndo diferem entre si no mesmo tempo. Médias
seguidas de mesma letra maitiscula ndo diferem entre si entre grupos. P < 0,05.
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Tabela 14. Valores médios e desvio padrdo da atividade de mieloperoxidase (MPO) no tecido laminar dos
cascos direito (CAS AD) e esquerdo (CAS AE), pulmdo (PUL), pancreas (PAN), cora¢do (COR), rim (RIM) e
figado(FIG) em 18 eqiiinos submetidos simultaneamente a isquemia por distens@o intraluminal e obstrugdo
venosa de jejuno e divididos nos grupos controle, glutamina e multimodal constituido da associagdo de acido
ascorbico, dimetilsulfoxido, pentoxifilina e succinato sddico de hidrocortisona.

MPO CONTROLE
CAS AD CAS AE PUL PAN COR RIM FIG
Média 0,00558 0,0418 0,54092 0,03192 0,01892 0,0107 0,00788
DP 0,0065 0,0206 0,5296 0,026 0,0227 0,0079 0,0163
MPO GLUTAMINA
Média 0,0035 0,05125 0,4493 0,0196 0,0164 0,0088 0,0079
DP 0,00342 0,0054 0,3662 0,0165 0,0115 0,0049 0,0097
MPO MULTIMODAL
Média 0,0065 0,051667 1,01442 0,02725 0,02467 0,0402 0,00975
DP 0,004868 0,003445 0,10527 0,02622 0,0128 0,07843 0,00868
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Figura 21. Valores médios da variacdo da expressio de mRNA para o fator de necrose tumoral alfa (TNF-c) nos
segmentos de jejuno sob distensdo intraluminal (DIL) e isquemia venosa completa (IVC) do grupo controle as 2h de
isquemia (I2), e as 2 e 12h de reperfusdo (R2 e R12, respectivamente), em relagio ao tempo basal considerado igual a
um (1).
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Figura 22. Valores médios da variacdo da expressio de mRNA para a proteina quimiotixica de
granulécitos 2 (GCP-2) nos segmentos de jejuno sob isquemia venosa completa (IVC) e distensdo
intraluminal (DIL) do grupo controle as 2h de isquemia (I2), e as 2 e 12h de reperfusdo (R2 e R12,
respectivamente), em relagao ao tempo basal considerado igual a um (1).
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5. DISCUSSAO
5.1. Anestesia

No periodo de reperfusdo intestinal, a pressdo
arterial diminuiu em todos os eqiiinos, sendo
necessaria a administracdo de dobutamina até o
final da anestesia. Tal fato decorre, normalmente,
dos mediadores inflamatérios gerados durante a
isquemia ¢ das endotoxinas presentes no limen
intestinal que podem ser absorvidos via
circulagio venosa e linfatica apos a
desobstrugao, causando as alteragdes
hemodindmicas como mencionadas por Moore e
Barton (1998) e detectadas nos eqiiinos deste
experimento. Considerando a lesdo de mucosa, a
hemorragia e o edema observados a microscopia
optica e discutidas a seguir, € possivel supor que
a alteracdo hemodindmica verificada tenha
ocorrido por esses mecanismos isolados ou
associados.  Adicionalmente, ¢ importante
ressaltar que os eqiiinos encontravam-se sob
anestesia geral, o que também pode ter
colaborado para a hipotensdo acentuada
decorrente da desobstrugdo intestinal. Apesar do
midazolan e do éter gliceril guaiacolato serem
farmacos que possuem pouca influéncia sobre a
pressdo arterial nas doses utilizadas neste
experimento, o isofluorano pode causar
hipotensdo dose-dependente devido a depressdo
do sistema nervoso central, especialmente
quando associado ao decubito (Muir e Hubbel,
1991).

5.2. Alteracées macroscopicas

As alteragdes macroscopicas verificadas foram
compativeis com as encontradas na microscopia
optica. A hemorragia ¢ o edema facilmente
visualizados no segmento sob IVC foram as
alteragdes que atingiram o maior numero de
camadas quando avaliadas a histopatologia. Por
outro lado, essas altera¢cdes foram discretas no
segmento sob DIL, também conforme foi
visualizado a microscopia. As alteracdes
encontradas neste experimento também foram
descritas em outros trabalhos realizados com
metodologia semelhante em eqiiinos (Freeman et
al., 1988; Debareiner et al., 2001).

A necessidade de infusdo de solugdo de NaCl
0,9% para a manutencdo da pressdo intraluminal
no jejuno sob DIL relatada nos eqiiinos desse
experimento ndo foi descrita por Debareiner et

al. (2001) utilizando modelo experimental
semelhante. Acredita-se que esse efeito possa ter
decorrido, principalmente, devido ao
relaxamento gradual do segmento intestinal no
intuito de se adaptar a distensdo, uma vez a
absor¢do intraluminal de fluidos estd diminuida
em casos de distensdo intraluminal (Allen e
Tyler, 1990). No entanto, ndo se pode descartar a
possibilidade de extravasamento de liquido
através das ligaduras realizadas nas extremidades
do segmento distendido, uma vez que essas
foram feitas com drenos de penrose, o qual ¢
constituido de um material que permite alguma
expansdo. Sob esse aspecto, considera-se
pertinente a mensurac¢ao da quantidade de liquido
intraluminal ao final do periodo de obstrugdo em
experimentos futuros com o mesmo modelo
experimental para auxiliar na avaliacdo das
causas que possam levar a perda de pressdo
intraluminal.

5.3. Alteragdoes microscopicas e atividade de
mieloperoxidase

5.3.1. Amostras intestinais

A erosdo de mucosa ocorreu apenas no segmento
sob IVC, iniciando-se durante a isquemia e
mantendo-se durante a reperfusdo. Esse resultado
permite dizer que a hipdxia foi mais intensa na
mucosa desse segmento do que no segmento sob
DIL, fato que ja foi comprovado em outros
estudos onde se verificou que a perfusdo vascular
nas camadas serosa e muscular ¢ menor que na
mucosa ¢ submucosa do jejuno sob distensdo
(Dabareiner et al., 1993). A extremidade das
vilosidades foi a regido mais acometida devido a
maior sensibilidade de suas células a hipdxia em
relacdo as que recobrem a cripta. Essas células,
além de mais resistentes a hipoxia, sdo as
primeiras envolvidas no reparo da mucosa nas
primeiras horas ap6s a lesdo, por meio de
migracdo e proliferagdo (Freeman et al., 1988).

O recobrimento do epitélio durante a regeneragao
da mucosa intestinal ¢ facilitado pelo
encurtamento das vilosidades nas primeiras horas
apos a lesdo, evento dependente de energia e que
ocorre, portanto, apos a reoxigenacao. Qualquer
fator que possa inibir esse processo ocasiona,
portanto, uma recuperacdo mais prolongada, o
que predispde a ocorréncia de endotoxemia
(Blikslager e Roberts, 1997). Na maioria das
amostras intestinais avaliadas neste experimento
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as 12h de reperfusdo, a lesdao da mucosa estava
presente em grau elevado. No entanto, ¢
importante ressaltar que a cobertura epitelial
completa em casos de manipulagdo cirirgica
ocorre, em média, em 36h, podendo se prolongar
em casos de alteragdes circulatorias importantes
(Thornton e Barbul, 1997). Em ileo de suino
submetido a 2h de isquemia, a barreira epitelial
foi recomposta apds 18h e a restituicdo da
arquitetura fisiolégica somente apos 48h
(Blikslager et al., 1995).

As outras alteragdes mais visualizadas também
no segmento de jejuno sob IVC foram a
hemorragia, em todas as camadas, e o edema na
submucosa. A hemorragia ¢ conseqiiente de
lesdes vasculares que cursam com aumento de
permeabilidade e/ou  pressdo  hidrostatica
aumentada (Vasconcelos, 2002). As lesoes
vasculares nos modelos de obstru¢do ocorrem
primariamente devido a hipoxia das células
endoteliais, o que, por si s, ja cria condigdes
para o extravasamento de hemaceas, conforme
demonstrado em estudos realizados em
diferentes modelos de obstrugdo de jejuno, tanto
na fase de isquemia quanto na reperfusdo
(Debareiner et al., 2001). No entanto, esse ¢ mais
intenso nas obstru¢des venosas pois ¢ somado a
um aumento da pressdo hidrostatica capilar, o
que também contribui para a formagdo do edema.
Rio Tinto (1999) e Sullins et al. (1985),
comparando lesdes entre segmentos de jejuno
submetidos a isquemia arteriovenosa completa
(IAVC) e IVC, demonstraram que a presenga de
hemorragia e edema nesse ultimo modelo ¢
superior.

A hemorragia ¢ o edema, conforme visualizados
nas amostras colhidas neste experimento sio
atribuidos a formagao de RLO (Debareiner et al.,
2001). Embora em eqiiinos ocorra a ativagdo da
XO durante a isquemia e esta seja constituinte de
um mecanismo fisiopatologico importante no
desenvolvimento das lesdes pela geragdo de
RLO, ¢é importante ressaltar que sua agdo ocorre
durante a reperfusdo. Nos eqiiinos desse
experimento, a isquemia foi suficiente para
provocar as lesdes observadas, as quais se
mantiveram durante a reperfusdo. Durante a
isquemia, € consenso a participagdo menor dos
RLO na génese das lesdes e, recentemente, tem
sido discutido com mais énfase os mecanismos
de lesdo ocasionados pela resposta da célula
endotelial a hipoxia (Pinheiro et al., 1999).
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Embora nao se tenha utilizado uma metodologia
especifica para avaliar a lesdo endotelial nos
eqiiinos deste experimento, a hemorragia e o
edema acentuados sdo evidéncias de lesdo
endotelial, a qual pode ter sido a principal causa
das alteracdes verificadas durante a isquemia. As
células endoteliais sdo as primeiras a responder a
hipoxia, a partir da qual iniciam a produgdo de
diversos mediadores inflamatorios promovendo o
recrutamento e a ativagdo de neutrdfilos no
tecido, os quais colaboram para aumentar a lesdo
(Pinheiro et al.,, 1999). Apesar de a hipoxia
também gerar a ativacdo e recrutamento de
neutrofilos, ndo se pode descartar a importancia
das células endoteliais na fisiopatologia das
lesdes aqui verificadas durante a isquemia.

No jejuno sob DIL o infiltrado de neutrofilos
ocorreu apo6s 2h de reperfusdo na serosa em
todos os grupos. Resultados semelhantes foram
encontrados em estudos utilizando o mesmo
modelo experimental (Debareiner et al., 2001).
No segmento sob IVC o infiltrado de neutréfilos
ocorreu na camada muscular dos grupos T1 e T2
ap6s 2h de isquemia e na serosa de todos os
grupos apos 2h de reperfusdo, ndo sendo
importante nas demais camadas, apesar da
presenca de outras alteragdes. O eqiiino possui
poucos neutréfilos no intersticio intestinal,
ficando a maioria confinados no endotélio
durante a isquemia e na reperfusdo (Moore,
1997). Tal fato levantou a hipétese da influéncia
pouco expressiva dessas células nas lesdes
teciduais decorrentes de isquemia e reperfusdo
(I’/R) em eqiiinos (Blikslager et al. 1997). No
entanto, Moore (1997) considerou que os
neutrofilos encontrados no endotélio em
situagdes de I/R podem causar lesdo de mucosa
devido a injuria vascular. Por outro lado, ¢
possivel que a hemorragia presente na mucosa e
submucosa nas amostras deste experimento tenha
dificultado a visualizacdo dos neutrofilos. No
intuito de evitar dificuldades como essa e avaliar
melhor a evolugdo das lesdes, alguns
pesquisadores preferem ndo utilizar modelos de
obstrugdo completa, como o utilizado no
presente experimento e, sim, isquemia de baixo
fluxo (Dabareiner et al., 2005). Sullins et al.
(1985) também comentaram a dificuldade de
avaliar o edema devido a hemorragia elevada da
mucosa em modelo experimental de IVC de
jejuno de eqiiinos. O modelo experimental de
isquemia de baixo fluxo ndo foi adotado neste
experimento, pois o objetivo era produzir lesdes



correspondentes a maior prevaléncia das
situagodes clinicas reais em eqiiinos.

Com relacdo a presenca pouco expressiva de
neutréfilos nas camadas mucosa e submucosa do
segmento sob IVC ¢ pertinente realizar também
algumas consideragdes a respeito do uso de
antimicrobianos no pré-operatdrio nos eqiinos
deste experimento, utilizados com o objetivo de
diminuir a contamina¢do decorrente da
manipulagio cirurgica. Dentre 0s
antimicrobianos utilizados, a gentamicina, apesar
de ndo ter alterado as concentracbes de
endotoxinas absorvidas em casos de afecgdes
intestinais em potros, tem a capacidade de
neutraliza-las (Atherton e Furr, 2006), podendo,
assim, influenciar a ocorréncia de translocagdo
bacteriana (TB). No entanto, a concentragdo
efetiva de gentamicina no intestino delgado apds
uma Unica injecdo intravenosa ¢ mantida por
apenas duas horas (Snyder et al., 1986) o que
permite dizer que, no final do periodo isquémico
nos animais deste experimento, sua concentragao
era minima ou ausente. Apesar da meia vida da
penicilina procaina em eqiiinos ser de até¢ 24h
(Love et al., 1983), esse farmaco ndo possui agao
sobre bactérias gram negativas (Plumb, 2002), as
quais sdo os agentes de maior importincia na
ocorréncia de TB (Moore e Barton, 1998). Por
outro lado, deve-se considerar que o
recrutamento de neutréfilos subseqiiente as
obstrugdes intestinais ndo é dependente desse
evento, podendo ocorrer em conseqiiéncia apenas
dos mediadores inflamatorios e das lesdes
teciduais gerados a partir da hipoxia (Souza et
al., 2004). De acordo com o exposto, considera-
se que o uso de antimicrobianos no pré-
operatorio dos eqiiinos deste experimento nao
influenciou a TB e, assim, o recrutamento de
neutréfilos por esse mecanismo.

Além das considerac¢des discutidas anteriormente
sobre o infiltrado de neutréfilos nas amostras
deste experimento, ¢ importante considerar que o
fato dessas células terem sido encontradas
principalmente na serosa possa ter sido
decorrente predominantemente da manipulagdo
cirurgica. Assim, considera-se que, para a
avaliacdo de infiltrado de neutréfilos no intestino
submetido a obstrucdo experimental em eqiiinos,
sejam utilizados métodos alternativos
complementares. Nos eqiiinos deste experimento,
o método escolhido foi a avaliacdo da atividade
de mieloperoxidase (MPO). No entanto, quando

os resultados de MPO foram comparados a
presenga de infiltrado de neutréfilos, em alguns
momentos foram condizentes e, em outros,
discrepantes.

No jejuno sob DIL a MPO aumentou ap6s 2h de
reperfusdo, semelhante ao infiltrado de
neutr6filos na serosa. No segmento sob IVC os
valores de MPO aumentaram apo6s 2h de
isquemia e 2h de reperfusdo nos grupos T1 e T2,
respectivamente. No  grupo C  houve
discordancia, pois a MPO foi detectada apos 2h
de isquemia, enquanto o infiltrado foi
visualizado ap6s 2h de reperfusdo. No segmento
distante (R12L) foram detectados valores de
MPO, mas ndo se visualizaram neutrofilos. Da
mesma maneira, a MPO foi mais elevada nas
camadas mucosa e submucosa do jejuno sob
DIL, onde sequer foram visualizados neutréfilos.
Estes resultados podem ter sido decorrentes da
falta de especificidade da MPO em relagdo a sua
producdo por neutrofilos e da metodologia
utilizada nas amostras deste experimento, a qual
foi desenvolvida para avaliar a MPO proveniente
de neutrofilos de roedores e ndo de eqiiinos.

A MPO ¢ uma enzima produzida por neutréfilos
ativados, sendo uma medida quantitativa indireta
da presenga dessas células e, portanto, do
infiltrado  inflamatério. Normalmente, seu
aumento ocorre concomitante com a presenga de
infiltrado neutrofilico observado na
histopatologia (Faleiros, 2003). No entanto, a
MPO n3ao ¢ uma enzima especifica de
neutro6filos, podendo ser decorrente da atividade
de eosinofilos e mondcitos (Krawisz et al.,
1984). No intestino de eqiiinos ha nimero
consideravel eosinofilos em condi¢des normais e
essas células podem ser as principais
constituintes do infiltrado inflamatério nas
primeiras 24h apoés injuria intestinal, juntamente
com os neutréfilos, contribuindo para o aumento
de MPO (McConnico et al., 1999). Na distensao
experimental no coélon menor de eqiiinos,
observou-se presenca elevada de eosinofilos nos
tempos basal, apdés a isquemia ¢ durante a
reperfusdo, com aumento de neutrofilos apenas
apos a reperfusdo (Faleiros, 2003). Assim sendo,
no presente experimento, acredita-se que o
aumento da MPO, especialmente nas amostras
onde ndo se visualizou neutrofilos, possa ter tido
uma influéncia predominante de outras células
que participam da resposta inflamatéria, além
dos neutrofilos. Deve-se considerar, mais uma

51



vez, também que a metodologia de obtencdo da
MPO nas amostras deste experimento foi
padronizada para roedores, ndo detectando a
atividade de macrofagos e eosinéfilos para esses
animais, o que pode ndo ser da mesma forma
para a espécie eqilina.

A Unica alteragdo que foi semelhante entre os
segmentos sob DIL ¢ IVC foi a descamagdo das
células mesotelais da serosa que, em ambos 0s
segmentos € em todos os grupos aumentou apos
2h de isquemia. As células mesoteliais
constitiem uma camada celular Unica que
recobre a serosa de Orgdos peritoneais e sdo
responsaveis pela sintese e liberagdo do fator de
ativagdo do plasminogénio, o qual libera a
plasmina que realiza a fibrindlise peritoneal,
evitando as aderéncias (Thornton e Barbul,
1997). A descamacdo de células mesoteliais ¢ um
achado freqiiente apds obstrugdes intestinais,
mas também o ¢é pela manipulagdo cirrgica
(Dabareiner et al., 2001; Faleiros, 2003) ¢ nem
sempre sua ocorréncia esta associada a formagao
de aderéncias (Allen et al., 1986). Essa formagao
pode ser decorrente da inflamacdo gerada pela
isquemia que cursa com aumento da
permeabilidade  vascular com  exsudagdo
serofibrinosa, deposicao de fibrina e invasdo de
fibroblastos (Dabareiner et al., 2001). Apesar do
aspecto alterado da serosa do jejuno sob IVC,
especialmente apds a reperfusdo, a deposicdo de
fibrina ndo foi uma alteragdo importante nos
eqiiinos desse experimento em nenhum dos
segmentos e grupos.

5.3.2. Demais 6rgaos

Para se considerar alteracdes pulmonares em
eqiiinos decorrentes de lesdes intestinais, ¢
necessario avaliar a possibilidade de lesdo
prévia, caracterizada por exsudato bronquiolar
e/ou eosinofilos no parénquima (Faleiros, 2003),
conforme foi observado em dois eqiiinos do
grupo C e em um do grupo T1. As amostras
desses animais foram submetidas a analise de
MPO, o que contribuiu para os valores elevados
de MPO obtidos. No entanto, no grupo T2 ndo se
visualizaram alteragdes compativeis com lesdes
pulmonares prévias citadas por Faleiros (2003) e,
apesar do aumento de MPO ndo ter sido
significativo, foi numericamente superior aos
demais grupos. Para avaliar os valores de MPO
obtidos nas amostras pulmonares dos eqiiinos
desse experimento, ¢ necessario considerar
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algumas particularidades do 6rgao e sua resposta
as lesdes de I/R intestinal.

A presenca de neutrofilos no parénquima
pulmonar apds a I/R intestinal ¢ indicativa de
lesdo remota (Pinheiro et al., 1999; Faleiros et
al., 2008), no entanto, ndo ¢ uma condig¢do
obrigatoria para a ativacdo de neutrofilos no
orgdo. Tal fato deve-se a particularidade da
circulacdo pulmonar que, diferente de outros
orgdos, ndo necessita realizar o recrutamento dos
neutrofilos para o tecido para ativa-los, podendo
essas células ser ativadas no interior dos vasos
(Wagner ¢ Roth, 2000). Apesar de ndo terem
sido visualizados neutrdfilos no parénquima
pulmonar na maioria das amostras dos eqiiinos
deste experimento, ndo se pode descartar a
possibilidade da reagdo do orgdo a injuria
intestinal, uma vez que os valores de MPO foram
elevados e¢ semelhantes aos encontrados por
Faleiros et al. (2008) que constataram lesdo
pulmonar decorrente de reperfusdo intestinal em
eqiiinos. Adicionalmente, considerando que o
tecido laminar sofreu lesdo ¢ possivel considerar
que o pulmio, 6rgdo que normalmente sofre
lesdes a distdncia primeiro que outros Orgaos
(Nakagawa et al., 2008), tenha sido acometido. E
importante ressaltar também que, nas amostras
que possuiam eosinéfilos, os valores de MPO
foram influenciados por sua presenga, mas essas
células ndo estavam presentes nas amostras do
grupo T2, onde foi detectada atividade superior
de MPO em relag@o aos demais grupos.

Devido a particularidade do tecido pulmonar
quanto ao recrutamento de neutrofilos, alguns
pesquisadores, ao estudarem a resposta desse
orgdo ap6és a I/R intestinal em ratos,
consideraram apenas a atividade de MPO para
avaliar a resposta inflamatoria, ndo utilizando a
histopatologia (Souza et al., 2000). No entanto,
esses modelos utilizam o roedor que,
diferentemente do  eqiiino, possui uma
metodologia de mensuragdo da MPO especifica
para neutrofilo. Em virtude disso, considera-se
fundamental na espécie eqliina a andlise
histopatologica associada aos resultados de
MPO. De acordo com o exposto € com os
resultados de MPO e da histopatologia obtidos
nas amostras pulmonares nos eqilinos deste
experimento, considera-se importante avaliar, em
experimentos futuros com a espécie, a
possibilidade de desenvolvimento de lesGes
remotas no pulmao sem a presenga de neutrofilos



no parénquima, mas com atividade alta de MPO.
E  importante  considerar também, em
experimentos futuros, que seja utilizada uma
metodologia para avaliagdo pulmonar antes da
obstrugdo experimental, ndo somente para
descartar a possibilidade de lesdes prévias como
também avaliar a influéncia da anestesia
inalatéria no desenvolvimento de alteragdes.

Apesar de ndo ter sido encontrada na literatura
valores especificos de MPO para diferentes
tecidos, valores de MPO abaixo de 0,1 ndo sao
considerados  importantes  (Souza, 2008,
comunicagdo pessoal). Assim, os valores
encontrados nos demais 6rgaos avaliados neste
trabalho além de baixos, ndo foram
acompanhados de infiltrado de neutréfilos ou
alteracdes morfologicas a microscopia optica. No
entanto, o tecido laminar, apesar de apresentar
baixa atividade de MPO, foi o tunico que
apresentou lesdo a histopatologia em grau
discreto (escore 1) em todas as amostras.

Embora tenha sido encontrada lesdo no tecido
laminar dos eqiiinos deste experimento, em
nenhum dos animais foram verificadas alteragdes
clinicas compativeis com laminite, as quais
normalmente se desenvolvem quando o grau de
lesdo tecidual ¢ superior a 1 (Pollitt, 1996). Em
pacientes portadores de abdomen agudo de
ocorréncia natural, a taxa relatada foi de 25%
(Belknap e Moore, 1989; Cohen et al., 1994). No
entanto, ¢ possivel que essa prevaléncia seja
maior, uma vez que poucos estudos reportam a
histopatologia do tecido laminar na fase
prodromica da laminite em casos de obstru¢des
intestinais. Os resultados  histopatologicos
obtidos neste experimento sdo semelhantes aos
encontrados por Rio Tinto (1999) em modelo de
obstrugdo experimental de jejuno em eqiiinos.

5.4. Analise ultra-estrutural e medidas das
vilosidades

A microscopia eletronica de varredura (MEV)
permitiu observar em detalhes as lesdes
verificadas na histopatologia, sendo coerentes
com os escores observados para a maioria das
amostras. Além disso, possibilitou também
perceber alteragdes que ndo puderam ser
visualizadas na microscopia convencional. Tais
alteragdes  constituiram principalmente  de
achatamento e diminuicdo da rugosidade das
vilosidades e ocorreram especialmente em

amostras do segmento sob DIL apos 12h de
reperfusdo, os quais tinham escores para lesdo de
mucosa igual a zero. As alteracdes foram
coerentes com os resultados obtidos nas medidas
das vilosidades realizadas nesses segmentos,
onde se encontrou aumento do perimetro em
todas as amostras, embora s6 no grupo C as 12h
de reperfusdo tenha havido significancia, e
diminui¢io do numero de vilosidades por mm?
em todos os grupos, sendo significativa ap6s 12h
de reperfusdo nos grupos T1 ¢ C. Embora ndo
tenham sido realizadas medidas nos segmentos
distantes (R12L), as mesmas caracteristicas
foram observadas na MEV.

A morfologia das vilosidades confere uma maior
superficie de absor¢do, sendo uma adaptagdo
fisiologica importante. Assim, tanto a diminuigdo
da rugosidade quanto o achatamento das
vilosidades diminuem a 4rea de absor¢do
intestinal, o que pode ocorrer em situagdes
fisiologicas ou patoldgicas. O jejum promove a
retragdo das vilosidades ¢ a diminui¢dao de seu
tamanho (Dunel-Erb et al., 2001; Mazurais et al.,
2007) e no tempo de 12h de reperfusdo os
animais deste experimento completavam 24h
sem se alimentar. A hipomotilidade também
causa o mesmo efeito, especialmente quando
somada a distensdo intraluminal de gas por
fermentacdo bacteriana, sendo um mecanismo de
defesa para diminuir a absor¢dao de endotoxinas
(Moore, 1992). A retragdo das vilosidades foi
visualizada apds obstrugdo venosa experimental
no jejuno de eqiiinos (Sullins et al., 1985).

Qualquer um dos fatores supramencionados pode
ter contribuido para aumentar o perimetro e
diminuir a area e o numero de vilosidades por
mm® as 12h de reperfusdo nas amostras deste
experimento. E importante considerar também
que durante a abertura abdominal para a colheita
das amostras intestinais de 12h de reperfusdo
apos a eutanasia dos animais foi observada
distensdo intraluminal em graus variaveis devido
a presenca de gas. A possibilidade do aumento
das medidas ter sido decorrente de edema foi
descartada devido a falta de qualquer alteragdo
compativel a histopatologia.

5.5. Mediadores inflamatorios
Entre os mediadores comumente encontrados nas

respostas a injuria isquémica esta,
principalmente, o TNF-c ¢ também o GCP-2,
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sintetizados  especialmente  pelas  células
endoteliais e epiteliais, mondcitos e macrofagos,
0s quais também podem ser as células-alvo
(Land, 1998; Cunha et al., 1988). Neste
experimento esses mediadores foram avaliados
nas amostras do grupo controle e ndo nos demais
grupos devido aos resultados pouco expressivos
encontrados.

A julgar pela metodologia e pelos resultados
obtidos no presente experimento, pode-se dizer
que o TNF-c foi detectado, mas que ndo
constittiu  um mediador inflamatério de
relevancia. Na isquemia cerebral em ratos, o
TNF-c foi detectado em dois momentos
distintos: de 1 a 3h apds a isquemia e de 24 a 36h
apés a reperfusdo, motivo pelo qual foi
denominado de bifasico (Wang et al., 2007). No
entanto, os valores detectaveis de TNF-c podem
ser variaveis de acordo com o tipo de célula e
estimulo por ela recebido. De varios mediadores
pro-inflamatorios ~ avaliados na  enterite
experimental  induzida  por  Salmonella
typhimurium em bezerros, o TNF-c ndo
aumentou durante as 12h subseqiientes de
avaliagdo, permanecendo semelhante aos valores
do segmento controle (Santos et al., 2002). No
mesmo experimento, mediadores regulatorios
que controlam a expressdo de citocinas pro-
inflamatorias, como o IL-4, aumentaram nas
primeiras horas apos a inoculag@o, sendo esse o
motivo principal, segundo os autores, para a
expressdo de TNF-c de pouca relevancia (Santos
et al., 2002). Em eqiiinos portadores de afecgdes
intestinais, a mensagem para o TNF-c foi
detectada no soro e liquido peritoneal (Morris et
al., 1991; Barton e Collatos, 1999). Em animais
com colite parasitaria, entre os mediadores pro-
inflamatorios avaliados, o0 TNF-c foi o que mais
variabilidade expressou, mas foi detectado no
c6lon com infiltrado de neutréfilos (Davidson et
al., 2002). No entanto, nesses trabalhos, os
autores ndo informaram o tempo de evolugdo das
afecgdes.

Considerando os resultados obtidos por outros
autores e a resposta da célula do epitélio
intestinal & injuria, é possivel supor que os
valores aqui obtidos para TNF-c possam ter sido
decorrentes da modulagdo propria da resposta
inflamatoria intestinal na fase aguda da lesdo. As
células do epitélio intestinal, ao sofrerem leséo,
estimulam a produgdo de mediadores pro-
inflamatorios e também regulatorios. As células
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epiteliais sdo importante fonte de mediadores
anti-inflamatorios derivados dos acidos graxos,
onde se destacam os da familia das lipoxinas.
Essas substancias retardam o recrutamento de
neutréfilos e inibem a produgdo de mediadores
pro-inflamatérios, como a IL-8. Essa regulacéo
local controla a intensidade da resposta
inflamatéria, evitando danos teciduais maiores
(Blikslager et al., 2007).

O GCP-2 ¢ uma quimiocina da classe CXC que
estimula a quimiotaxia e ativagdo, degranulagdo
e liberacao de RLO pelos neutrofilos, os quais
produzem  metaloproteinases  durante  a
inflamagdo, contribuindo para a lesdo tecidual
(Feniger-Barish et al., 2000; Gijsbers et al.,
2005). Em células epiteliais bronquiolares
humanas, o GCP-2 pode ter sua liberagdo
estimulada por algumas interleucinas pro-
inflamatorias (Prause et al., 2003). Em eqiiinos,
ndo foram encontrados estudos quantificando o
GCP-2, mas ele foi detectado 1h apés a infecg¢do
por Salmonella typhimurium no intestino de
bezerros diminuindo nos tempos subseqiientes, o
que foi atribuido a sua modulag@o por proteinas
anti-inflamatorias produzidas concomitantemente
(Santos et al., 2000). Pela auséncia de dados na
literatura e da avaliagdo de outras citocinas no
presente experimento, ndo se pode afirmar o
motivo dos valores de GCP-2 serem semelhantes
aos basais em todos os tempos, mas ¢ possivel
que o mecanismo seja 0 mesmo que influenciou
as baixas concentra¢des de TNF-c.

5.6. Tratamentos
5.6.1. Glutamina

No presente estudo, a glutamina foi incluida
como tratamento considerando-se seu papel no
estresse oxidativo e seu potencial como terapia
auxiliar em casos de I/R intestinal em eqiiinos. A
glutamina ¢ o principal precursor da glutationa,
um agente antioxidante importante, sendo
responsavel pela manutencdo de seus teores
durante o estresse oxidativo, situagdo na qual
pode ocorrer sua deplecdo (Amores-Sanchéz e
Medina, 1999; Jia et al., 2006). Em eqiiinos
submetidos a I/R, o tratamento com glutationa
atenuou o infiltrado de polimorfonucleares e
diminuiu o edema de submucosa do jejuno
(Abreu, 2003).



A ag¢fo da glutamina na diminui¢do da formagdo
e neutralizacio de RLO tem o potencial de
proteger e manter a integridade do epitélio
intestinal em situagdes de I/R, evitando ou
atenuando a lesdo da mucosa. Adicionalmente,
esse nutriente também estimula a proliferagdo de
enterdcitos, o que auxilia na recuperagdo do
epitélio intestinal ap6s o estabelecimento da
les@o (Blikslager e Roberts, 1997; Thomas et al.,
2005). No presente experimento, a glutamina nao
atenuou as lesdes de mucosa apds 2h de isquemia
e 2h de reperfusdo, no entanto, na avaliagdo da
evolugdo das lesdes ao longo do tempo, ocorreu
diminuigdo significativa dos escores para erosiao
e hemorragia de mucosa. No entanto,
comparando-se ao grupo controle, tal diferenga
nao foi significativa, o que pode ter sido
decorrente da metodologia utilizada, a qual
diferiu da encontrada na literatura consultada.

Em eqiiinos, a glutamina ¢ utilizada como
suplemento na dieta de atletas, apesar de
reconhecer-se que sua concentragdo diminui no
organismo em casos de infec¢do (Harris et al.,
2006). Nos eqiiinos do presente experimento,
optou-se pela administragdo intravenosa, uma
vez que a absor¢ao intestinal ¢ limitada em casos
de lesdes. Em humanos com afecgdes intestinais
e com ingestdo alimentar limitada, a via
circulatéria ¢ a fonte mais importante de
glutamina para o intestino (Elia e Lunn, 1997).

No presente trabalho, utilizou-se a dose de
50mg/Kg, a qual esta entre os valores utilizados
na suplementagdo nutricional de eqiiinos atletas
(Harris et al., 2006). Nessa forma de
suplementagdo, a concentracdo plasmatica de
glutamina eleva-se lh apds a ingestdo, sem
aumentos subseqiientes da amoénia plasmatica,
diminuindo em até 8h. Assim, optou-se pelo
fracionamento da dose em dois momentos, com
intervalo de seis horas entre ambos, com o
objetivo de se manter a concentragdo plasmatica
de glutamina constante do inicio do tratamento
até a eutanasia dos animais. No entanto, a dose
escolhida ndo foi eficaz para atenuar as lesdes,
devendo-se considerar doses maiores para tal
finalidade. Na avaliagdo da glutamina na
diminuicdo da resposta inflamatoria pos-parto
em bovinos leiteiros, as doses utilizadas foram
159 e 319mg/Kg/IV tendo ambas igual eficacia
(Jafari et al., 20006).

Além da dose utilizada, outro fator que pode ter
colaborado para os resultados acima expostos foi
o modo de administracdo da glutamina, a qual
diferiu da  metodologia  utilizada  nos
experimentos de isquemia e reperfusio na
literatura consultada. Nesses experimentos, a
administracdo foi realizada de 3 a 72h antes da
isquemia em infusdo intravenosa continua
(Harward et al., 1994; Jia et al., 2006; Szijarto et
al., 2007). Essa metodologia ¢ impraticavel em
casos de eqiiinos com colica, uma vez que seria
necessario prever sua ocorréncia para iniciar o
tratamento com a glutamina. No entanto, ¢
pertinente considerar que a metodologia utilizada
no presente experimento pudesse ter sido a de
infusdo continua, mesmo ap6s o estabelecimento
da isquemia e sugere-se que essa metodologia
seja utilizada, juntamente com doses superiores,
em experimentos futuros com  eqiiinos
submetidos a0 mesmo modelo experimental.

A mucosa intestinal utiliza grande parte da
glutamina circulante, aumentando intensamente
sua demanda em situagdes de estresse oxidativo
ou inflamatério (Fuchs e Bode, 2006). Porém,
como o intestino ¢ incapaz de armazenar esse
nutriente, depende das quantidades presentes na
corrente circulatoria ou na dieta.
Adicionalmente, a glutamina ¢é um dos
constituintes do muco, além de atuar no co-
transporte de liquidos no intestino (Elia ¢ Lunn,
1997), o que a torna uma substidncia com
potencial benéfico no tratamento de lesGes
intestinais decorrentes isquemia e reperfuséo.
Assim, ao se avaliar a tendéncia de reparo mais
precoce  observada nos  eqiiinos  deste
experimento, considera-se a glutamina como um
possivel potencial terapéutico em casos de
isquemia e reperfusdo intestinal para a espécie.

5.6.2. Associacdo de succinato sodico de
hidrocortisona, pentoxifilina, acido ascorbico e
dimetilsulfoxido

Os farmacos escolhidos para constituir o
tratamento do grupo T2, devido a suas diferentes
e complementares acoes terapéuticas
multimodais, quando utilizados em associagdo,
teriam o potencial de atenuar as lesdes intestinais
tanto durante a isquemia quanto na reperfusdo.
Nos eqiiinos deste experimento, apesar da
diminuigdo significativa da erosdo e hemorragia
de mucosa apds 12h de reperfusdo no grupo T2,
essa redugdo ndo teve diferenca significativa em

55



relagdo ao grupo controle. A maioria dos
farmacos utilizados na associagdo foram
avaliados em modelos experimentais de
obstrugdo em eqiiinos isoladamente e, em sua
maioria, com resultados limitados. Assim, ¢
pertinente considerar alguns aspectos relativos
aos farmacos e metodologia utilizados nos
eqiiinos deste experimento comparando-os com
os resultados obtidos na literatura consultada.

O SSH foi utilizado na mesma dose e
metodologia utilizada em modelos experimentais
semelhantes de IVC, onde o principal efeito foi
contribuir para o reparo precoce da mucosa apos
12h de reperfusdao (Rio Tinto, 1999). Apesar de
nao haver diferenca estatistica entre grupos nos
eqiiinos deste experimento, houve uma diferenga
de 1,5 entre os escores médios de lesdo em
relagdo ao grupo C, o que demonstrou uma
tendéncia de reparo mais precoce.

O DMSO na dose utilizada nos eqiiinos deste
experimento ndo havia sido testado em modelos
de obstru¢do completa no intestino, mas foi
benéfico em isquemia de baixo fluxo de jejuno
em eqiiinos, onde diminuiu a permeabilidade
microvascular, o edema e o infiltrado de
neutrofilos (Dabareiner et al., 2005). No entanto,
os autores administraram o farmaco diretamente
na artéria mesentérica ao final da obstrucdo, fato
que pode ter colaborado para uma melhor
distribui¢do do farmaco no tecido isquémico.
Adicionalmente, o modelo  experimental
utilizado por esses autores ndo provoca danos tdo
graves a microvasculatura ¢ a mucosa como o
utilizado neste experimento, fato que pode
também ter prejudicado a distribuicdo do
farmaco no tecido na metodologia deste trabalho.
O DMSO, em doses superiores, ndo foi eficaz na
atenuagdo de lesdes de mucosa em obstrugdes
completas de jejuno (Arden et al., 1990; Horne et
al., 1994), mas contribuiu, juntamente com os
outros constituintes da associagdo, para o reparo
mais precoce da mucosa nos eqiiinos deste
experimento. Adicionalmente, seu uso ¢
consagrado em casos de eqiiinos com cdlica,
sendo indicado por diversos autores no pos-
operatorio de eqiiinos portadores de obstrugdes
intestinais (Moore ¢ Bertone, 1992; White, 2006;
Rowe e White, 2006), além de ser benéfico na
reducdo de aderéncias (Sullins et al., 2004).

A PTX atenuou a hemorragia de mucosa e
colaborou para a recuperagdo mais precoce da
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mucosa ap6s 12h de reperfusdo em jejuno sob
IVC em um experimento anterior conduzido por
Abreu (2003). Tais resultados foram semelhantes
quando comparados aos encontrados ao longo do
tempo dentro do grupo T2 nos eqiiinos deste
experimento. No entanto, a metodologia aqui
utilizada diferiu da realizada por Abreu (2003),
pois neste experimento se objetivava o uso da
PTX em associagdo, sendo escolhida a
administragdo em bolus para melhor padronizar o
tratamento. Abreu (2003) utilizou a dose de
7,5mg/Kg Smin antes do final da obstrucio
seguida de infusdo de 3mg/Kg/h durante a
primeira hora de reperfusdo, administrando uma
dose superior a utilizada nos eqiiinos deste
experimento. A dose aqui utilizada foi
parcialmente eficaz em um experimento anterior,
na diminui¢do da producdo de citocinas geradas
pela endotoxemia induzida em eqiiinos (Baskett
et al, 1997). No entanto, foi administrada
minutos antes da infusdo de endotoxina, ou seja,
antes do estabelecimento das lesdes, o que pode
ter colaborado para os resultados.

Nao se conhece estudos avaliando do &cido
ascorbico (AA) em obstrugdes intestinais em
eqiiinos. Em um modelo de isquemia arterial de
jejuno em coelhos, metade da dose de AA foi
administrada ao final de 3h da isquemia ¢ a outra
metade nos 15 primeiros minutos de 1h da
reperfusdo por via intravenosa. Apesar das lesdes
de mucosa estabelecidas na isquemia ndo terem
sido atenuadas, o edema e hemorragia da
submucosa diminuiram (Byrka-Onczare et al.,
2004). No entanto, nesse experimento a dose
utilizada, 250mg/Kg, foi 2,5 vezes mais alta que
a dose terapéutica recomendada para a espécie
(Plumb, 2002). A dose utilizada no presente
experimento foi a dose terapéutica recomendada
para eqiiinos, sendo dificil inferir se esta foi
baixa para a finalidade desejada.

Independente das diferengas metodologicas
supracitadas, ¢ pertinente considerar que a falta
de diferenca significativa entre os grupos T2 e o
controle possa ter sido decorrente de outros
fatores, entre os quais se consideram o momento
da administragdo, o grau de lesdo tecidual e a
distribuicdo limitada dos farmacos no tecido
lesionado.

A administragdo da associagdo de agentes
constituintes da terapia multimodal 1h apds o
inicio da isquemia teve o objetivo de testar o



tratamento mimetizando situagdes clinicas reais,
onde os animais sdo atendidos apos o
desenvolvimento das lesdes. No entanto, é
possivel que o dano tecidual tenha sido de tal
magnitude que possa ter prejudicado a
distribuicdo e/ou efeito dos farmacos nos tecidos.
A hipoxia gerada pelas obstrugdes, juntamente
com os mediadores inflamatérios produzidos,
tem o potencial de danificar o endotélio, situagdo
que, a julgar pela presenga acentuada de
hemorragia e edema em todos os tempos e em
todos os grupos, ocorreu nos eqiiinos deste
experimento. Tal situagdo pode ter colaborado
para uma distribui¢do inadequada ou heterogénea
dos farmacos no intestino lesionado, ocasionando
concentragdes terapéuticas insuficientes no
tecido. Embora ndo tenham sido encontrados
estudos quantificando seu prejuizo na perfusio
tecidual, Freeman et al. (1989), avaliando lesdes
decorrentes de IVC em jejuno de eqiiinos,
observaram pulsagdo arterial menor durante a
reperfusdo, o que foi atribuido ao edema e
hemorragia acentuados. Tais situagdes podem
gerar uma obstrugdo parcial mecanica por
compressdo arterial direta e, assim, juntamente
com a lesdo endotelial, também contribuir para
uma perfusdo inadequada no periodo de
reperfusdo. Adicionalmente, considerando-se a
hemorragia visualizada na serosa e mesentério no
jejuno sob IVC, ndo se pode descartar também a
possibilidade da obstrugdo vascular em
decorréncia de microtrombos formados durante a
isquemia, o que também pode ter colaborado
para uma inadequada perfusdo apds a
desobstrugdo intestinal.

Outro fator que pode ter contribuido para uma
perfusdo inadequada durante a reperfusdo e,
assim, a distribuicdo dos farmacos no tecido
lesionado, foram as alteragdes hemodinamicas
observadas nos eqiiinos deste experimento ao
final do periodo de obstrugdo. Apesar de a
pressdo arterial ter sido mantida dentro do
desejavel durante o periodo de anestesia, a
fluidoterapia permaneceu na mesma taxa de
infusdo e ndo foi instituida durante o periodo
pos-anestésico, momento no qual também a
infusdo de dobutamina foi interrompida. A partir
desse momento, ¢ razoavel supor que os eqiiinos
tenham permanecido hipotensos até o final das
12h de reperfusdao. A hipovolemia sist€émica
contribui para a hipoperfusdo de tecidos como o
intestino e, dessa maneira, pode ter colaborado
também para que a eficicia dos farmacos

utilizados nos grupos T1 e T2 ndo tenha diferido
significativamente do grupo C. A fluidoterapia ¢
uma parte fundamental da terapéutica de eqiiinos
com colica, o que contribui para a adequada
perfusdo intestinal e sua recuperacdo mais
precoce (White, 2006).

5.7. Consideracoes sobre o desenvolvimento
das lesdes teciduais decorrentes das
obstrugdes intestinais e sua terapéutica em
eqiiinos

Normalmente, os artigos que discutem sobre a
génese das lesdes de I/R e sua terapéutica no
eqiiino enfatizam principalmente a agdo dos RLO
e farmacos que possam neutralizé-los (Blikslager
et al., 1997; Moore, 1997). No entanto, pouco se
discorre a respeito dos outros mecanismos
responsaveis pela lesdo tecidual. Apesar de o
eqiino converter a XDH em XO durante a
isquemia, muitas terapias somente a base de
antioxidantes foram ineficientes, sendo ja
observado que 180min de isquemia venosa no
jejuno pode gerar o mesmo grau de lesdo que
90min de isquemia venosa seguidos de 90min de
reperfusdo (Law e Freeman, 1995), o que sugere
que a isquemia ¢ tdo importante quanto a
reperfusdo no desenvolvimento das lesdes na
espécie. De fato, evitar que a lesdo ocorra é
praticamente impossivel, uma vez que a
isquemia ¢ comprovadamente suficiente para, em
eqiiinos, provocar lesdes importantes no intestino
obstruido. Nos eqiiinos do presente experimento,
esse fato foi comprovado nas lesdes de mucosa,
na hemorragia e edema que foram significativos
na isquemia, com valores semelhantes a
reperfusdo. Nesse contexto, as células
endoteliais, as células epiteliais e os
polimorfonucleares sdo constituintes importantes
no desenvolvimento das lesdes durante o periodo
isquémico, sendo, basicamente, ativados pelas
concentragdes baixas de oxigénio no tecido.

De todos os trabalhos consultados na literatura
que testaram tratamentos das lesdes apds o
estabelecimento da isquemia, nenhum foi capaz
de reduzir a lesdo da mucosa nas obstrugdes
intestinais completas. As células epiteliais sdo
bastante sensiveis a hipdxia e recebem uma
circulacdo terminal por onde a perfusdo até a
extremidade das vilosidades ¢ deficiente
(Blikslager et al., 2007). Essa caracteristica pode
dificultar, inclusive, a chegada do farmaco até
essas células. No entanto, nd3o se pode
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desconsiderar a lesdo endotelial que ocorre, a
qual também pode contribuir para o mesmo
efeito. Talvez essa possibilidade se justifique
quando se considera os resultados satisfatorios
em obstrucdes completas com o tratamento
intraluminal e topico ou administragdo na artéria
mesentérica de uma associacdo de agentes
terapéuticos constituintes da “Carolina Rinse”
(Dabareiner et al., 2003). O uso local em
obstrugdes parciais facilita a chegada do agente
no local lesionado, contribuindo para a atenuagéo
e recuperagdo mais precoce das lesoes
intestinais. No entanto, seu uso é de pouca
aplicabilidade clinica, especialmente em lesdes
intestinais extensas.

Apesar dos tratamentos utilizados nos eqiiinos
deste  experimento ndo terem  diferido
estatisticamente do grupo controle, houve
progressdo na resolugdo da erosdo e hemorragia
de mucosa ap6s 12h de reperfusdo. Tal resultado
pode ter sido decorrente, além da metodologia
utilizada, das alteracdes hemodindmicas e da
microvasculatura intestinal, o que pode ter
dificultado a perfusdo dos agentes terapéuticos
no tecido lesionado. Sem duvida, tal situacio,
inclusive, seja um fator adicional importante para
o insucesso de muitas terapias testadas em varios
experimentos em eqiiinos sob  modelos
experimentais semelhantes aos aqui utilizados.

6. CONCLUSOES

Nas condigdes de conducdo deste experimento e
com base nos resultados obtidos, conclui-se que:

- No modelo de isquemia venosa completa por
2h seguida de 2h de reperfusdo em jejuno de
eqiiinos, as lesdes de mucosa iniciam durante a
isquemia;

- O TNF-c e o GCP-2 ndo -constituem
mediadores com sensibilidade adequada para
avaliar a intensidade da resposta inflamatéria na
fase aguda da isquemia e reperfusdo em jejuno
submetido & isquemia venosa completa e
distensao intraluminal por 2h, seguidas de 12h de
reperfusdo de eqiiinos;

- A glutamina, na dose de 50mg/Kg contribui
para a regeneragdo mais precoce da mucosa € a
atenuacdo da hemorragia na avaliagdo dessas
lesdes ao longo do tempo em lesdes decorrentes
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de isquemia e reperfusdo de jejuno sob isquemia
venosa completa em eq(iiinos;

- A associagdo de succinato soédico de
hidrocortisona na dose de 4mg/Kg, 4cido
ascorbico na dose de 50mg/Kg, dimetilsulfoxido
na dos de 20mg/Kg e pentoxifilina na dose de
8mg/Kg contribui para a regeneragdo mais
precoce da mucosa ¢ a atenuagdo da hemorragia
na avaliag¢@o dessas lesdes ao longo do tempo em
lesdes em isquemia e reperfusdo de jejuno sob
isquemia venosa completa em eqiiinos.
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Anexo 1. Curvas de RT-PCR (reacdo de transcrigdo da polimerase reversa em cadeia em tempo real) para
fator de necrose tumoral alfa (TNF-c) indicando o nimero de ciclos (Ct — “cycle threshold”) de uma
amostra individual (A) e de todas as amostras (B) de jejuno sob isquemia venosa completa dos eqiiinos do
grupo controle.
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Anexo 2. Curvas de RT PCR (reagdo de transcrigdo da polimerase reversa em cadeia em tempo real) para
fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) indicando a temperatura de fusdo (Tm — “melting curve”) de uma
amostra individual (A) e de todas as amostras (B) de jejuno sob isquemia venosa completa dos eqilinos do
grupo controle.
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