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ESTRESSE OXIDATIVO DE EQUINOS SUBMETIDOS A OBSTRUCAO
INTRALUMINAL DO COLON MENOR

RESUMO - A sindrome cdlica um dos distdrbios de maior
importancia em equinos, a se destacar entre suas causas 0s quadros
obstrutivos, decorrentes de corpos estranhos e ou enterolitos localizados
no célon menor. No desenvolvimento da célica ha diminuicdo do fluxo
sanguineo local ao qual se segue, quando de sua correcao, a reperfuséo
sanguinea. A isquemia seguida de reperfusdo é a causa do aumento da
lesdo degenerativa principal poés-cirargica. As lesdes de reperfusao
podem ser causadas pela producao e liberagdo de espécies reativas de
oxigénio(EROs). Diante disto, objetivou-se no presente trabalho analisar
moléculas decorrentes da oxidacdo celular e substancias antioxidantes
no soro e no tecido do colon menor em equinos submetidos
experimentalmente a obstrucdo intraluminal do célon menor. Também
foram avaliados parametros fisicos frequéncia cardiaca (FC), frequéncia
respiratéria (FR), temperatura retal (Tr), motilidade, tempo de
preenchimento capilar (TPC), coloragcdo de mucosas, pulso digital e
turgor cutdneo. Andlises hematimétricas e leucométricas foram
efetuadas em diferentes momentos. Analises no soro para determinacéo
de malondialdeido (MDA), produto protéico de oxidacdo avancada
(AOPP) (metabdlitos da oxidacédo), glutationa (GSH) e vitamina E (Vit. E)
(substancias antioxidantes), foram realizadas em diferentes momentos:
MO (momento antes do procedimento anestésico e precurcdo da
obstrucdo), M4 (4 horas, retirada da obstrugao), M12, M24, M36, M48,
M60 e M72 (correspondendo a 12, 24, 36, 48, 60 e 72 horas apos a
obstrucdo). No colon menor foram obtidas amostras em MO (antes da
obstrucao), apos 4 horas de obstrucéo intestinal (M4) foram obtidas na
regido oral, obstruida e aboral. Ap6s 72 horas de pos cirdrgico (M72)
realizou-se nova coleta das regifes do colon menor. Nestas amostras de
tecido foram realizadas as analises de MDA, AOPP, GSH e catalase.
Nos parametros fisioldgicos observou-se aumento significativo da FC e
Tr em M12, e aumento da FR em M24. Na avaliagdo hematoldgica
observou-se diminuicdo em relacdo a contagem de hemacias (He),
hemoglobina (Hb), hematécrito (Ht) e plaguetas, em M4 com posterior
aumento em M12, e nova diminuicdo em M48 com excecdo das
plaguetas que se mantiveram sem alteragcdo. J& nas analises
leucométricas, foi observado aumento de leucocitos em M12 e M24,
sendo que esta ocorreu principalmente pelos neutrofilos bastonetes e
segmentados. No soro observou-se aumento do GSH (p<0,05) em
relacdo ao basal registrado a partir de 24 horas, mantendo-se elevado
até 48 horas. A Vit E aumentou (p<0,05) 48 horas apdés o basal e
persistiu até 72 horas. Nas amostras de tecido ndo foi observado
diferenca significativa. Portanto, pode-se concluir que a metodologia
empregada com a finalidade de induzir quadro de colica e lesdes a
parede do coldbn menor mostrou-se efetiva. No entanto, embora
houvesse uma resposta oxidativa, ndo foi observado quadro de estresse
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oxidativo, uma vez que o aumento de agentes antioxidantes no soro se
mostrou eficiente na neutralizacdo dos radicais livres produzidos pela
isquemia.

Palavras Chaves: malondialdeido, glutationa, vitamina E,
espécies reativas do oxigénio, indicadores de oxidacdo, antioxidantes,
cavalo, cdlica
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OXIDATIVE STRESS FOR HORSES SUBMITTED TO
OBSTRUCTION SAMLL COLON

ABSTRACT - The syndrome colic one of the most important
disorders in horses, stand out among its causes obstructive frames,
resulting from foreign bodies and or enteroliths located in the lower colon.
The development of colic there is reduced local blood flow which follows,
when their correction, blood reperfusion. The ischemia followed by
reperfusion is the cause of increased postoperative primary degenerative
injury. Reperfusion injury can be caused by the production and release of
reactive oxygen species (ROS). In view of this, the aim of the present
study to analyze molecules resulting from cellular oxidation and
antioxidants in serum and lower colonic tissue in horses submitted to
experimental intraluminal obstruction of the lower colon. They also
evaluated physical parameters heart rate (HR), respiratory rate (RR),
rectal temperature (Tr), motility, capillary refill time (TPC), color of
mucous membranes, digital pulse and skin turgor. Hematological
analysis and leukocytes were made at different times. Analysis of serum
for determination of malondialdehyde (MDA) and vitamin E (Vit E),
protein product of advanced oxidation (AOPP) (oxidation metabolites),
glutathione (GSH) (antioxidant flux), were held at different times: MO
(time before the anesthetic and procedure obstruction), M4 (4 hours,
removal of the obstruction), M12, M24, M36, M48, M60 and M72
(corresponding to 12, 24, 36, 48, 60 and 72 hours after occlusion). In the
lower colon samples were obtained from MO (before blocking) after 4
hours of intestinal obstruction (M4) were obtained in the oral region and
aboral obstructed. After 72 hours of post surgical (M72) held new
collection regions of the lower colon. In these tissue samples were
carried out analysis of MDA, AOPP, catalase and GSH. In physiological
parameters we observed a significant increase in HR and Tr in M12, and
an increase in RR in M24. Hematological evaluation showed a decrease
compared to red blood cell count (He), hemoglobin (Hb), hematocrit (Ht)
and platelets in M4 with subsequent increase in M12, and further
reduction in M48 with the exception of platelets that remained without
change. Already in leukocytes analysis, WBC increase was observed at
M12 and M24, and this occurred mainly by neutrophils. In the serum was
observed increase of GSH (p <0.05) compared to baseline recorded
starting 24 hours, remaining increase until 48 hours. The Vit E increased
(p <0.05) after 48 hours and initial persisted until 72 hours. All tissue
samples there was no significant difference. Therefore, it can be
concluded that the methodology used for the purpose of inducing colic
above and lower colonic wall lesions showed effective. However,
although there was an oxidative response, oxidative stress was observed
above, since the increase in serum antioxidant agents proved efficient in
neutralizing free radicals produced by ischemia.

Keywords: malondialdehyde, glutathione, vitamin E, reactive oxygen
species, oxidation indicators, antioxidants, horse, colic.
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1. INTRODUCAO

A célica é uma das enfermidades de maior ocorréncia em equinos, na
qual é considerada emergéncia uma vez que possui elevado potencial para
levar os animais em oObito. Esta sindrome € de grande importancia devido as
perdas econdémicas tanto pela morte do paciente como pelo elevado 6nus do
tratamento. A sindrome coélica é caracterizada por sinais clinicos de dor
abdominal e possui etiologias variadas, sendo as de ocorréncias do trato
gastrointestinal de maior incidéncia. A célica pode ser classificada em relacéo a
sua causa, como obstrutiva simples, obstrutiva estrangulante, infartante nao-
estrangulante e inflamatoria (peritonite, enterite). Na colica obstrutiva ir4 ocorrer
obstrucdo intra-luminal, sem que haja, inicialmente, desenvolvimento de
isquemia. Com o passar do tempo e acumulo de ingesta e liquido, ocorre
aumento da pressao intraluminal sobre a parede da algca, promovendo
compressado vascular e isquemia da regido. Em sua grande maioria o0
tratamento preconizado é o cirdrgico, em especial, quando o processo é
causado por corpos estranhos ou enterdlitos. A avaliacdo da extensao da leséo
deve levar em conta o tempo de evolucdo e o grau de comprometimento
vascular. Apesar de no decorrer do ato cirargico, o aspecto da regido afetada
se encontrar pouco alterado, em muitos casos apés a reparacao da circulacao,
ocorre 0 aumento progressivo das lesdes. Esse evento esta associado a
reperfusdo tecidual causada pelo retorno do fluxo vascular, associado a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Ao entrarem em contato
com moléculas presentes nas células as EROs provocam a sua oxidagdo e
consequentemente lesédo celular. Na tentativa de evitar estas lesdes, tanto em

eventos patoldgicos (isquemia) como em 6rgdos higido (producdo natural), o



organismo possui substancias antioxidantes, enzimaticas e ndo enzimaticas
com capacidade para neutralizar esses radicais livres. Quando ocorre o
desequilibrio entre os EROs e o0s agentes antioxidantes, a condicdo é
denominada de estresse oxidativo, situacdo esta, que provoca a propagacao
das lesbGes. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a ocorréncia de
estresse oxidativo mediante a determinacao de indicadores de oxidagédo (MDA
e AOPP) assim como de indicadores antioxidantes (GSH e vit. E), antes, no
momento da desobstrucdo e apos a reperfusdo do colon menor de equinos,
assim como determinar possiveis alteracdes clinicas e laboratoriais
(hematimétricas e leucométricas). Adicionalmente efetuou-se avaliacbes

histopatoldgicas da regido oral, aboral e obstruida (baldo) do colén menor.



2. REVISAO DE LITERATURA

A cdlica é um termo referente a sinais clinicos de dor abdominal,
podendo ter etiologias diversas. Nos equinos ela est4d, em grande parte,
associada a patologias do trato gastrointestinal, mas o acometimento de outros
orgaos da cavidade abdominal como os rins, Utero, figado e o proprio peritonio,
podem também levar a esse quadro clinico (TRAUB-DARGATZ, 2001;
RADOSTITS et al., 2002; CORREA et al., 2006). A dor pode ser atribuida a
distensdo do trato gastrointestinal e consequentemente estimulacdo de
receptores de tensdo localizados na parede da alca e a distensdo do
mesentério devido a encarceramentos e/ou deslocamentos (RADOSTITS et al.,
2002).

Existem varios sistemas de classificacdo, podendo ser quanto a duragéo
da doenca, em aguda (menos de 24 a 36 horas), crénica (mais do que 24 a 36
horas) e recidivantes (varios episédios, intercalados com pelo menos 2 dias de
normalidade). Também podem ser classificados com relagdo a causa, em
obstrutiva, obstrutiva estrangulante, infartante n&o estrangulantes e inflamatéria
(RADOSTITS et al., 2002), sendo que a colica causada por obstrucéo intestinal
foi apontada como uma das principais causas de internacdo e Obitos de
equinos em hospitais veterinarios (FALEIROS et al., 2007).

A obstrucao intestinal simples esta associada a presenca intraluminal de
massa obstrutiva, formada através de compostos da alimentac&o, por corpos
estranhos responsaveis pela formacgao de enterolitos (BLIKSLAGER, 2009). Os
enterdlitos sdo concrecdes formadas ao redor de um nucleo constituido de um
corpo estranho (prego, pedra ou madeira) sobre o qual se depositam camadas

concéntricas de fosfato de amoénio e magnésio (estruvita). Estas estruturas



intraluminares podem apresentar formato: irregular, esférico, eliptico ou
nodular. O formato e a localizagdo do enterdlito irdo influenciar o quadro clinico,
ou seja, enterdlitos de superficie grosseira e situados no célon maior e ceco
podem gerar sinais clinicos de dor leve, ja os maiores e de superficies
regulares localizados em paredes mais estreitas geram sinais mais graves. Os
principais pontos de obstru¢des causados por enterolitos sdo: colon transverso,
c6lon menor, colon dorsal direito, flexura diafragmaética e reto (CORREA, 2006).
Inicialmente, esta massa ndo promove obstru¢cdo sanguinea, mas a chegada
de mais ingesta, ha desequilibrio entre a absorcdo e secrecdo e acumulo
intraluminal de fluidos e gases. Em consequéncia do acumulo de contetudo
alimentar e secre¢cdes hd aumento da pressdo intraluminal e intramural do
seguimento, levando a diminuigdo do suprimento de sangue e a formacao de
areas isquémicas (RUF et al.,, 1980; WHITE, ROWE, 2002; BLIKSLAGER,
2009). Os enterdlitos formados em regides de maior diametro podem mover-se
com a motilidade intestinal para regidées de menor didmetro e assim promover a
obstrucdo e comprimir diretamente a parede intestinal gerando isquemia e até
a necrose mural (BLIKSLAGER, 2009).

Na maioria das vezes as veias sdo ocluidas primeiro do que as artérias,
devido, de um lado, a menor espessura da parede das veias e, de outro, a
menor pressao dentro do limen. Com isto, o fluxo sanguineo arterial ainda se
mantém, a promover lesdo hemorragica. Enquanto as artérias continuam a
prover as células com sangue rico em oxigénio, as veias se encontram em
estase/congestao. Quando o aumento de pressdo atinge o ponto critico, ocorre
entdo a oclusdo das artérias e o agravamento da isquemia (RUF et al., 1980;
BLIKSLAGER, 2009).

Inicialmente, apd6s a diminuicdo do fluxo sanguineo, é observada a
ocorréncia de hiperemia tanto na camada mucosa como na seromuscular do
cOlon, em decorréncia da liberacdo de calcitonina e peptideos a promover leve
relaxamento da musculatura vascular. Na tentativa de manter o fluxo
sanguineo e a pressao em resposta, ocorre vasoconstricdo. Isso é observado
tanto apds a retirada da obstrucdo na reperfusdo, como na fase inicial da
obstrucdo. O dano causado ao endotélio das artérias e veias resulta na perda

de agentes vasodilatadores derivados do endotélio, deixando os vasos mais



suscetiveis a acdo de vasoconstritores. Os danos causados no endotélio das
veias do colon acabam resultando na perda dos agentes contrateis derivados
do endotélio (endotelina), o que pode acabar diminuindo o fluxo de sangue e
consequentemente aumentando o acumulo na circulacdo venosa (WHITE,
2002).

A manutencdo adequada da perfusdo se faz necessaria seja para a
entrega de oxigénio (O,) e nutrientes imprescindiveis ao metabolismo celular
seja para remocdo de residuos oriundos deste metabolismo. As células tem
capacidade de resistir a diminuicdo de O,, tanto pela reserva que possuem
deste gas como pelo aumento na capacidade de extracdo. Quando essa
capacidade é suplantada, devido ao fluxo baixo de sangue ou pela ocorréncia
de aumento do metabolismo celular podem ocorrer lesbes celulares estruturais
e/ou metabdlicas (MOORE, MUIR, GRANGER, 1995; WHITE, ROWE, 2002). A
gravidade da leséo gerada depende tanto da duragcdo quanto da magnitude, ou
seja, o comprometimento do fluxo, sendo esse parcial no envolvimento
somente de veias ou total no acometimento tanto de veias como de artérias
(BLIKSLAGER, 2009).

O maior consumo de oxigénio ocorre na mitocondria, onde este é
utilizado como aceptores de elétrons a formar agua. Este processo ocorre junto
com a formagéo de andenosina-trifosfato (ATP), principal fonte de energia da
célula. A falta de oxigénio provoca falha na fosforilagdo oxidativa e
consequentemente diminuicdo na producdo de ATP. No caso de déficit de O,
ativa-se as vias anaeroébicas de producdo de energia, como forma de manter o
metabolismo celular (MOORE, MUIR, GRANGER, 1995). Esta forma de
obtencéo de energia leva ao aumento de acido latico e de ions hidrogénio no
interior da célula. O aumento na concentracdo intracelular de prétons causa
acidose celular e inibicdo na producédo de ATP (MOORE, MUIR, GRANGER,
1995; WHITE, ROWE, 2002). As proteinas de membranas responsaveis pelo
controle do influxo de ions passam a falhar devido a falta de energia,
ocasionando acumulo de ions e inchaco celular. Este acumulo de ions altera
algumas reacgles celulares a permitir o aumento de calcio intracelular o qual,
por sua vez ativa fosfolipases. Estas enzimas promovem a degradacdo da

membrana fosfolipidica liberando acidos graxos e promovendo alteracdes



celulares. Com a manutencdo da isquemia, o pH intracelular continua
diminuindo pelo acumulo de ions hidrogénio (H*), provocando perda de carga
negativa, alteracdes na estrutura e na funcdo de enzimas e proteinas
reguladoras. No conjunto, estes fendbmenos sao responsaveis por dano e morte
celular (MOORE, MUIR, GRANGER, 1995).

A propagacdo da lesdo causada pelo retorno da oxigenagdo, aos
tecidos, um fato a principio contraditorio, ocorre em decorréncia de reacdes
bioquimicas deletérias (MOORE, MUIR, GRANGER, 1995; BLIKSLAGER,
2009). Segundo White (2002), é desencadeada uma reacdo inflamatoria
progressiva que pode chegar até a necrose do tecido. O retorno do fluxo
sanguineo frente a isquemia € necessario para que se mantenha a funcéo das
células, a reparacdo de componentes danificados e a manutencdo do tecido.
Acreditava-se que este promoveria 0 resgate das possiveis lesdes ja
instaladas. No entanto, o retorno vascular e de oxigénio, inicia a sequéncia de
eventos que promovem aumento desta lesdo (MOORE, MUIR, GRANGER,
1995; BLIKSLAGER, 2009). Isso ocorre devido ao acumulo de elétrons que
saem das mitocdndrias e ficam disponiveis ao retornar o fluxo vascular e do
oxigénio, resultando em formacdo de radicais livres de oxigénio (WHITE,
ROWE, 2002).

Os radicais livres sdo moléculas oriundas do metabolismo celular que
possuem em sua ultima O6rbita um elétron ndo pareado. Estas moléculas
possuem a caracteristica de serem instaveis e muito reativas. Desse modo, a
sua producdo ocorre tanto em organismo higido como em acometidos por
eventos patologicos. Alguns radicais livres, derivados do metabolismo do
oxigénio, ndo possuem um elétron ndo pareado na ultima O6rbita, o que
caracterizaria estabilidade a molécula. Mesmo assim, levam a oxidacdo de
outras moléculas, passando a ser denominados como espécies reativas de
oxigénio (EROs) (FERREIRA, 1997; KIRSCHVINK, MOFFARTS, LEKEUX,
2008). As EROs sao moléculas que possuem o oxigénio em sua estrutura, mas
gue sao mais oxidantes do que este sozinho (MACHADO, 2009; DIAS, 2012).

Além das EROs, outro grupo que pode gerar a oxidacdo sdo os radicais
oriundos do nitrogénio (ERN), que possuem a molécula de nitrogénio como

atomo central (DAVID, 2006). A producdo em excesso destas moléculas pode



levar a oxidacdo dos componentes das ceélulas, ou seja, a perda de um elétron
dos componentes das células para as EROs ou ERN. Dentre os componentes
que podem sofrer essa reacdo encontramos os lipideos, proteina e &cidos
nucléicos (MOORE, MUIR, GRANGER, 1995; FERREIRA, 1997; MACHADO,
2009; DIAS, 2012;). Algumas dessas moléculas oxidantes podem reagir com
qualquer componente da célula, ja outras reagem somente com lipideos e
algumas que sao pouco reativas, podem originar moléculas mais reativas
(DAVID, 2006). Apos a oxidacdo de uma molécula pertencente a célula, esta
pode acabar se tornando uma molécula reativa e provocar a oxida¢ao de outra
molécula, perpetuando a oxidacdo (FLAHERTY, 1988). Portanto, passou a ser
estudado os mecanismos bioquimicos que levam a producdo desses radicais
livres para melhor esclarecimento das fisiopatogenias das enfermidades (DIAS,
2012).

Para que nao corra a oxidacdo dos componentes da célula o organismo
possui substancias consideradas antioxidantes. O desequilibrio entre a
producdo dos radicais livres e o sistema antioxidante leva a ocorréncia de
estresse oxidativo (LYKKESFELDT, SVENDSEN, 2006; MACHADO, 2009).

Os radicais livres podem ser de origem enddgena ou exdgena, sendo o
orgéo considerado mais importante pela formacdo exdgena é o pulmé&o. Ja os
de origem enddgenos podem ser divididos pela sua origem: oriundos da
mitocondria em que a transferéncia de elétrons acaba normalmente gerando
agua e uma porcentagem de 1-3% de superoxido (0,7); os dependentes de
enzimas como a xantina oxidase e atraves de células inflamatorias,
principalmente neutrofilos e macrofagos, que irdo fazer parte da resposta
imune nédo especifica contra microrganismos (KIRSCHVINK, MOFFARTS,
LEKEUX, 2008).

Normalmente o O, dentro da mitocondria sofre reducéo tetravalente
através da enzima catalisadora citocromo oxidase no final da cadeia
respiratoria, formando agua. Os radicais gerados na mitocbndria, sem a
ocorréncia de uma patologia ou outro evento como esfor¢o fisico, acabam
representando entorno de 2-5% do oxigénio que € metabolizado por essa
organela, isso ocorre devido ao desvio para outras vias metabolicas reduzindo

de forma univalente e gerando os radicais livres (BARBOSA et al., 2010).



A xantina oxidase € a possivel responsavel pelas lesbes da mucosa pos
isquémicas no intestino delgado. A xantina oxidase € uma enzima presente no
citosol da célula e sua maior parte no tecido se encontra na forma de xantina
desidrogenase, que esta ligada a nicotiamina dinucleotideo (NAD) (White,
2002). Na isquemia, a diminuicdo da producdo de ATP faz com que a célula
utilize suas reservas, levando a producdo de adenosina monofosfato (AMP)
que é catabolizada em adenosina e inosina, que sao catabolizadas em
hipoxantina pela xantina desidrogenase, resultando no acumulo de hipoxantina
(PRICHARD. 1991). O calcio acumulado dentro da célula em conjunto com a
calpaina, converte a xantina desidrogenase em xantina oxidase com o retorno
do oxigénio, a hipoxantina é catalisada pela xantina oxidase resultando em
acido urico e na formagédo de superoxido (O;). A molécula de superoxido
desmutase converte esta molécula em peréxido de hidrogénio (H,0,). O H,0,
pode deixar a mitocondria, sendo posteriormente transformado pela catalase
em H,O + O,. Eventualmente o H,0O,, devido a sua producdo e sobrecarga
sobre o sistema antioxidante, pode reagir com o ferro, cobre ou outros metais,
sendo convertido em radical hidroxil (OH") (MATOS, 2000; WHITE, 2002).

O H,0, é um metabdlito parcialmente reduzido do oxigénio. Por néo
possuir elétrons desemparelhados ele ndo € um radical livre ou potente agente
oxidante, mas possui a habilidade de se difundir facilmente a membrana
hidrofébica, como a mitocondrial, e possui tempo de vida longo (YU, 1994;
FERREIRA, 1997; BARBOSA et al.,, 2010). Este metabdlito pode originar
substancias altamente oxidantes, dentre elas o radical hidroxil (OH") e o acido
hipocloroso (HOCI) (MOORE, MUIR, GRANGER, 1995; DIAS, 2012). O H;0,
reage somente com as proteinas que possuem residuos de metionina ou
grupos tiol, assim como o glutationa (GSH) (DAVID, 2006).

O radical hidroxil (OH") e o anion superdxido (O”) sédo alguns dos mais
reativos dentre os radicais, podendo causar alteracées em enzimas ou acidos
nucleicos como DNA, lipoperoxidagdo de membranas celulares levando a
perda da sua integridade e consequentemente danos nos tecidos (MOORE,
MUIR, GRANGER, 1995; DIAS, 2012). As EROs podem causar aumento de

lesdo ao tecido isquémico, mas estes também podem transportados pela



circulacdo e ocasionarem lesdes celulares em outros érgdos, da mesma forma
gue ocorre no local isquémico. Dentre os 6rgdos que apresentam lesao pela
circulacdo das EROs observamos principalmente os pulmbes, em que passam
a apresentar lesbes em alvéolos, infiltrado neutrofiico e aumento de
permeabilidade vascular (MAUREEN ; MOORE, 2004)

O superéxido pode originar varias outras EROs, como peréxido de
hidrogénio, radical hidroxil e peréxido. Também pode reagir com o6xido
nitrico(NO) produzindo peroxinitrito (ONOO~). Em pH neutro ou elevado é
catalisado pela superoxido desmutase (YU, 1994; DAVID, 2006). Nas células
de defesas como linfécitos ou fagocitos pode ser produzido com o auxilio da
enzima NADPH oxidase, que catalisa a reducdo do O, com o gasto de uma
molécula de NADPH. Esse radical superoxido produzido dentro das células de
defesa possui efeito bactericida fraco, mas serve como substrato para
moléculas mais reativas e com forte atividade atimicrobiana como o &cido
hipocloroso (HOCI), o peréxido de hidrogénio e o peroxinitrito (DAVID, 2006).

A avaliagdo direta das EROs é dificultada pela baixa concentragcéo
encontrada e pela elevada velocidade de reacdo. Portanto utiliza-se o0s
subprodutos das EROs (FERREIRA, 1997). Para se avaliar os agentes
oxidantes existem duas formas, direta e ou indiretamente. A primeira é feita
através do monitoramento da ressonancia da rotagcdo dos elétrons. J4 a
maneira indireta é quantificando as moléculas oriundas da oxidacao utilizando
espectofotometros. Uma das moléculas utilizadas para avaliagdo é o
malondialdeido (MDA). O MDA €& um aldeido, subproduto da degradacdo de
lipidios pela peroxidacgéo lipidica (LYKKESFELDT, SVENDSEN, 2007).

Assim como os lipideos, as proteinas e aminoacidos sofrem oxidagao
por diversos radicais livres, gerando o produto protéico de oxidacdo avancada
(AOPP), o qual é utilizado para a avaliacdo da oxidac&do protéica. In vitro,
utilizando-se plasma ou albumina humana, conseguiu-se elevar o valor obtido
de AOPP através da adi¢do de &cido hipocloroso, sendo esse um dos radicais
livres responsaveis pela oxidacao de proteinas (WITKO, 1996).

A producdo constante e continua de radicais livres, resulta no
desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidantes (BARBOSA et al.,

2010). Este sistema de defesa inativa ou transforma um radical livre em uma
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molécula menos reativa tentando diminuir os efeitos deletérios dos oxidantes
(KIRSCHVINK, MOFFARTS, LEKEUX, 2008; MACHADO ET AL., 2009). As
substancias antioxidantes agem em diferentes estagios da sequéncia oxidativa.
Elas podem agir diminuindo a concentracdo de oxigénio local, catalisando e
removendo ions de metais, removendo EROS (superéxido e peroxido de
hidrogénio), realizam a limpeza inicial de radicais hidroxil e espécies de
peréxido e quebrando a sequéncia inicial da cadeia. Apesar desta divisdo, uma
substancia antioxidante pode agir em mais de um estagio (GUTTRIDGE, 1995).

Os antioxidantes podem ser classificados em enzimaticos e nao
enzimaticos, no entanto, apesar desta divisdo estes trabalham juntos e
sinergicamente na tentativa de conter os radicais livres de uma possivel leséo.
Na classe dos antioxidantes enzimaticos dentre os mais eficientes encontramos
a glutationa peroxidase (GSH-px), a catalase e a superoxido desmutase (SOD).
Ja na classe dos ndo enzimaticos encontramos a glutationa (GSH), as
Vitaminas E e C, melantonina, carotendides e flavandéides naturais (RAHMAN,
2007; FERREIRA, CAROCHO, 2013;). Outra propostas de classificacao divide
as substancias antioxidantes com relacdo a resposta de defesa, sendo uma
primaria e outra secundaria. Fazem parte da resposta primaria as vitaminas E,
A e C, GSH e acido urico. Ja na resposta secundaria estdo as proteases,
exonucleases, enzimas proteoliticas e lipoliticas, as fosfolipases e peptidases
(YU, 1994).

Os antioxidantes ndo encontram-se somente no citosol da célula, eles
também sdo encontrados dentro da mitocéndria, sendo que 0s principais
antioxidantes encontrados em ambas sao: SOD, catalase e GSH-px. Junto com
0s antioxidantes intracelulares, trabalhando em conjunto, temos o0s
antioxidantes encontrados no plasma, sendo os mais importantes: GSH,
vitamina E, GSH-px, SOD, catalase, ceruloplasmina e transferrina (YU, 1994).

O GSH é uma molécula de tripeptideo (y-glutamil-cisteinil-glicina),
constituindo o antioxidante mais importantes encontrados dentro das células
devido a sua versatilidade em interagir com diversos radicais livres. Alem de
ser encontrado em concentracdes elevadas, é responsavel por realizar a
conversdo de peroxido de hidrogénio em agua. Também compete com a

catalase pela reducdo do peroxido de hidrogénio e € a molécula que realiza
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maior neutralizacdo em niveis baixos de estresse oxidativo (RAHMAN, 2007;
JI, 1999; GUTTRIDGE, 1995; YU, 1994). O GSH em conjunto com duas
enzimas, a GSH-px e a glutationa redutase (GSH-rd) opera em ciclos entre a
forma oxidada e a reduzida. Na presenca de H,O,, através da enzima GSH-px
sofre reducao, transformando em agua e em sua forma oxidada (GSSG), em
seguida é reduzida através da enzima GSH-rd e retorna a sua forma reduzida
GSH (BARBOSA, 2010; DAVID, 2006).

A Vitamina E € um componente dos 6leos vegetais, encontrada em
quatro formas, sendo o principal grupo dos a-tocoferol, uma molécula
lipossoluvel. Fora da membrana possui pouca efetividade antioxidante, mas €
muito eficiente se ligada a membrana. Devido a este fato, encontra-se ligada
junto as membranas das células e sua principal fungcdo € prevenir a
peroxidacdo lipidica (RAHMAN, 2007; GUTTRIDGE, 1995). A sua aquisicdo
ocorre atraves da ingestao e absorcao pelo intestino delgado em sua forma nao
esterificada, sendo carreada pela circulacao linfatica até as células hepaticas.
Portanto a vitamina E é secretada pelo figado (JORDAO-JUNIOR,
CHIARELLO, BERNARDES,VANNUCCHI, 1998). Agem como doadoras de H*
para 0s agentes oxidantes, tentando interromper a reacao (David, 2006). Alem
de inibir a reacdo oxidativa da membrana, é responsavel por impedir a
propagacdo da reacdo em cadeia da oxidacdo dos lipidios de membrana
(BIANCHI, ANTUNES, 1999). Uma molécula de tocoferol pode reagir com até
dois radicais peroxila, no entanto isso provoca a sua desativacdo de forma
irreversivel. Para que a vitamina E ndo se desative € necessério a sua
regeneracao sinergética que na membrana ocorre pela molécula de ascorbato
e na mitocondria pela molécula de ubiquinona (BARREIROS, DAVID,
2006).Além do efeito antioxidante também possui 0s seguintes efeitos
fisiolégicos, alteracdo da fluidez da membrana celular, aumento da imunidade,
reducdo da agregacédo plaquetéria e formagéo de coagulos (JORDAO-JUNIOR,
CHIARELLO, BERNARDES,VANNUCCHI, 1998).
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3. MATERIAL E METODOS

O trabalho realizado estd de acordo com o0s principios éticos da
experimentacdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal (COBEA) e foi aprovado pela Comissdo de Etica e Bem Estar Animal
(CEBEA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinaria/ Unesp- Campus de
Jaboticabal (Protocolo n° 007568-09).

3.1 Animais

Foram utilizados oito equinos adultos higidos, sem raca definida, entre
oito e quatorze anos de idade. Antes de iniciar o periodo experimental, os
animais foram pesados e examinados clinicamente para avaliagdo de higidez,
utilizando-se apenas animais sadios. Os animais passaram por programa de
desverminacdo® e controle de ectoparasitas®. Os equinos foram mantidos em
baias individuais, nas dependéncias do Hospital Veterinario Governador Laudo
Natel da FCAV/UNESP e receberam como alimentacéo diaria: 1% do peso vivo
em alimento volumoso, constituido de feno de Coast-cross (Cynodondactylon);
1% do peso vivo em racao balanceada; sal mineral e 4gua ad libitum.

! Equalan®, Merial Saude Animal LTDA. Sdo Paulo, SP, Brasil
2 Butox®P CE 25- Intrvet Brasil, Akzo Nobel LTDA. S&o Paulo, SP, Brasil
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3.2 Preparo dos equinos

No dia anterior a cirurgia de obstrucdo intraluminal do cdlon menor, 0s
animais foram mantidos em troncos de contencdo proprio para equinos para
serem  tricotomizados na regido abdominal ventral, delimitado
craniocaudalmente pelo xiféide e regido pubis, e dorsoventralmente pela regiédo
paramediana ventral direita e esquerda. Posteriormente, foi realizado a
cateterizacdo da veia jugular externa esquerda (cateter mono lumen 14G x 20
cm3) para facilitar as colheitas de sangue e também para posterior
administracdo dos medicamentos e hidratacdo no periodo pés-cirdrgico.

Neste mesmo dia (momento zero, MO) colheu-se amostras de sangue
venoso. Logo depois os equinos foram realocados nas baias e mantidos em
jejum alimentar e hidrico de 24 e 12 horas, respectivamente, instituido

previamente ao procedimento cirdrgico.

3.3Exame Fisico

Os equinos foram submetidos a exames fisicos antes do procedimento
cirdrgico (M0) e posteriormente, a cada 12 horas, até atingir 72 horas pés
cirdrgica (M12, M24, M36, M48, M60, M72), observando-se, mediante
auscultacdo toracica, as frequéncias cardiaca (determinada em batimentos por
minutos, bpm) e respiratéria (medida em movimentos por minuto, mpm);
avaliando-se a perfusdo das mucosas, classificadas de acordo com a coloracao
e com o tempo de preenchimento capilar por meio da compresséao digital da
mucosa gengival; apreciacdo da atividade intestinal mediante auscultacdo
abdominal, determinando-se auséncia de borborigmos, atividade intestinal
diminuida, normal ou aumentada; avaliacdo do turgor cutaneo pela realizacéo
de pregueamento da pele na regido lateral do pesco¢co com relagdo ao tempo
de retorno a posicdo normal da pele e determinagé&o da temperatura retal com
a utlizagdo de termbmetro. Sinais clinicos caracteristicos referentes a

desconforto abdominal também foram avaliados durante os dias experimentais.
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3.4Procedimento Anestésico

O procedimento anestésico utilizado para a celiotomia constituiu na
administracdo intravenosa de cloridrato de detomidina 10% * (0,015mg/kg)
como medicacdo pré-anestesica. Apds 10 minutos, realizou-se a inducgdo
anestésica por meio da administracdo de cetamina 10%* (2,0mg/kg) e logo
apos a administracdo de maleato de midazolam® (0,1 mg/kg), levando o animal
a atingir decubito lateral esquerdo. Ato continuo realizou-se intubacgéo
orotraqueal e posicionou-se o animal em decubito dorsal sobre a mesa
cirirgica. A anestesia inalatéria foi mantida com isoflurano® vaporizado em
oxigénio, em circuito semi-fechado, sob ventilacdo controlada. Para
manutencdo da presséo arterial média (PAM) foi utilizado 0,002mg/kg/min de
dobutamina’ durante todo o procedimento cirdrgico. Também foi administrado
5% do peso corpéreo de Ringer com lactato® por dia (V) para a manutencéo da

volemia.

3.5 Celiotomia e obstrucéao intraluminal

A intervencao cirdrgica ocorreu com 0s equinos em decubito dorsal e
antissepsia do campo cirurgico com polivinilpirrolidona-iodo topico a 10%. Para
a realizacdo da obstrucdo intraluminal do célon menor realizou-se a celiotomia
por meio de incisdo mediana pré-umbilical. A escolha do segmento a ser
manipulado foi realizada observando-se a presenca de ramos da artéria
mesentérica. A incisdo para a introducdo do baldo foi realizada na borda
antimesentérica da regido aboral do segmento a ser distendido. Em seguida, o
baldo® (de policloreto de vinilo com 13cm de diametro) foi introduzido no limen

% Dormiun V®, Agener Unido Saude Animal- Embu-Guacu, SP, Brasil

4 Cetamin®®, Syntec do Brasil Ltda - Cotia, SP, Brasil

5 Dormonid®, Produtos Roche Quimicos e Farmacéuticos S.A. - Rio de Janeiro, RJ, Brasil
6 Isoforine®, Cristélia - Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda. - Itapira, SP, Brasil

" Cloridrato de dobutamina, NovaFarma Industria Farmacéutica - Anapolis, Go, Brasil

8 JP IndUstria Farmacéutica S.A. - Ribeirdo Preto, SP, Brasil.

° Water Polo Nabaiji
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do colon menor através da inciséo e inflado com ar até atingir a pressao de 80
mm de Hg, medida por manémetro. Com o baldo ja inflado, realizou-se a
enterorrafia com fio poliglactina 910 n° 2-0'°. Ato continuo, o segmento
intestinal foi retornado a cavidade abdominal e a incisdo da cavidade
abdominal reduzida utilizando pincas allis.

Os animais foram mantidos em anestesia geral durante as quatrop horas
de duracdo da obstrucédo (4 horas). Apés este periodo (M4), o c6lon menor foi
novamente exposto, o baldo foi desinflado e removido do coélon menor.
Posteriormente realizou-se enterorrafia e o segmento manipulado foi
reintroduzido a cavidade abdominal. Em seguida foi realizado o fechamento da
cavidade abdominal.

Todas as enterorrafias foram realizadas em dois planos, sendo a
primeira camada com sutura de Schimieden e a segunda em padrdo Cushing.
A linha Alba foi suturada juntamente com o peritdnio em padrdo X empregando-
se fio de nylon 0,60 agulhado com agulha 40x12*. O tecido subcutaneo foi
aproximado com sutura continua padrdo Cushing com fio de poliglactina 910
n°0'%, e a dermorrafia realizada em padrdo Wolff também com fio nylon 0,60

agulhado com agulha 40x12.

3.6Colheita e Processamento do sangue venoso

As amostras de sangue venoso foram obtidas pelo cateter implantado na
veia jugular esquerda, antes da inducdo anestésica (M0), em M4 e
posteriormente em intervalos de 12 horas durante o pés-cirirgico até completar
o intervalo de 72 horas (M12, M24, M36, M48, M60 e M72). As amostras foram
depositadas em tubo de coleta a vacuo contendo EDTA (&cido

etilenodeamonotetracetico) para realizacdo imediata da  analise

10 Vicryl®, Johnson & Johnson do Brasil IndGstria e Comércio de Produtos para Saude Ltda. - S&o
José dos Campos, SP, Brasil

! Becton Dickinson IndUstria Cirurgica Ltda. - Curitiba, PR, Brasil

© Vicryl®, Johnson & Johnson do Brasil Industria e Comércio de Produtos para Sadde Ltda. - S&o
José dos Campos, SP, Brasil
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eritroleucometrica e em tubos a vacuo sem anticoagulantes para a retirada do

soro e analise dos valores de proteina total, MDA, AOPP,GSH e Vitamina E.

3.7Colheita e Processamento do Célon Menor

As amostras de colon menor foram coletadas antes da introducédo do
baldo (MO0), imediatamente 4 horas (M4) e 72 horas (M72) apls a
desobstrucédo. Em MO, o fragmento foi coletado no local da incisdo efetuada
para a introducédo do baldo, na borda antimesentérica. Ja em M4 e M72, foram
coletadas trés amostras, também na borda antimesentérica, sendo a primeira
no local da incisdo de remocéo da bola e, a segunda e a terceira na regiao
aboral e oral da porcao obstruida, respectivamente.

A coleta destas amostras foram efetuadas com tesoura de Mayo e pin¢a
de disseccdo com dente estéreis. Estas amostras apresentavam um centimetro
de largura e dois centimetros de comprimento, sempre envolvendo uma porgéo
da ténia. As enterorrafias foram todas realizadas com fio de poliglactina 910 n°

2-0 como descritas anteriormente.

3.8Cuidados pds-ciruargicos

No periodo pos-cirdrgico, 0os animais receberam administracdo de
ceftiofur *® (2,2mg/kg a cada 12 horas por via intravenosa), cloridrato de
tramadol** (1,1mg/kg a cada 6 horas dividindo o volume em administracdo por
via intravenosa e por via intramuscular) e o butilbrometo de escopolamina®
(0,2 mg/kg a cada 6 horas por via intravenosa). Foi realizada anti-sepsia da
ferida cirdrgica com polivinilpirrolidona-iodo tépico a 1% a cada 12 horas, até a

cicatrizacao.

B Minoxel 8G®, Lapisa, S.A. de C.V. - Guadalajara, Mexico

" Tramal®, Laboratrios Pfizer Ltda. - Guarulhos, SP, Brasil

B Buscopan®, Boehringer Ingelheim do Brasil Quimica e Farmacéutica Ltda. - ltapecirica da
Serra, SP, Brasil
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3.9 Procedimentos laboratoriais

Das amostras coletadas com anticoagulante EDTA, foram aferidos os
dados relativos as contagens de hemacias e leucdcitos totais, plaquetas, teor
de hemoglobina sanguinea e hematécrito em aparelho automaético*®. As
contagens diferenciais dos leucocitos sanguineos foram realizadas sobre
esfregacos corados com May-Grunwald-Giemsa. Estes procedimentos foram
efetuados no Laboratério de Apoio a Pesquisa do Departamento de Clinica e
Cirurgia Veterinaria, FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal.

3.10 AvaliacGes bioquimicas do soro

A proteina foi determinada por meio de kit comercial (Labtest®) e foi
realizada a leitura em espectofotometro. A analise de MDA foi efetuada de
acordo com o método proposto por Gerard-monnier et al, (1998) com algumas
adaptacdes. Foram utilizados 200ul de soro diluidos em 650ul de solucao de
10mM de 1-metil-fenilindol em acetonitrila e metanol (2:1, v/v) e 150ul de HCL
puro (37%). Em seguida, os microtubos foram agitados em vortex e incubados
a 45°C por 40 minutos, para posterior resfriamento das amostras em gelo,
seguida de centrifugacdo a (4000 rpm) por 10 minutos. Do sobrenadante
realizou-se a leitura de absorbancia com comprimento de onda de 586nm,
determinando-se a concentragdo de MDA em comparagdo com a curva de
1,1,3,3- tetrametoxipropano (TMP) hidrolisado.

Os valores de GSH foram obtidos por meio da técnica adaptada por
Hu(1994), na qual uma aliquota de soro (25pl) foi diluida em 1 mL de Tris-
EDTA (0.25mol/L Tris base, 0,20mol/L EDTA, pH 8.2) buffer, executando-se a
leitura a 412 nm. Em seguida, uma aliquota de 25pul de 5,5'-ditiobis (2-acido
nitrobenzéico) (DTNB) foi adicionado a solucdo. Ap6s 15 minutos em

temperatura ambiente realizou-se a leitura juntamente ao padrédo DTNB.

% pock-100 iV Diff®, Sysmex do Brasil Industria e Comércio Ltda. - Sdo José dos Pinhais, PR,
Brasil
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Para a determinacdo dos valores de AOPP, foi adicionado o0 soro a
solugdo PBS, seguida de mistura de 200uL de cloramina padrdo, iodeto de
potédssio e 20uL de acido acético puro. A leitura realizou-se a 340 nm Para a
determinacao das concentracfes da Vitamina E, foi utilizado protocolo proposto
por Fabianek et al, (1968). Foram colocados em cada um tubo de ensaio 400uL
de soro, 400puL da solugcdo padrdo de a-tocofenol (padrdo) e 400uL de
agua(branco) , depois adicionou-se 400uL de etanol no tubo de ensaio
contendo o soro e a agua e 400uL de agua no padréo e agitado em vortex por
30 segundos e centrifugar por 10 minutos a velocidade de 1.500 g a
temperatura de 4°C. Foi coletado a camada hexanica (superior) e transferida
para outro tubo de vidro. Em um microtubo de 0,2 ml foi pipetado na seguinte
ordem: 200 pL da camada hexanica, 50 pL de batofenantrolina 0,4%, 150 ul de
cloreto férrico 0,06% e 100 pL de acido ortofosforico(85%), este foi agitado. O
material foi lido em absorbéncia em 536 nm, utlizando-se o branco em uma
cubeta de 0,5 ml para zerar, e aferindo o soro e ao-tocofenol. Estes
procedimentos foram realizados no Laboratério NutricAo e Metabolismo, da

Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto.

3.11 Avaliacao bioquimica do tecido

As amostras de colon menor foram pesadas e padronizadas em uma
faixa entre 0,15 a 0,2 g, sendo depois alocadas em microtubo de polipropileno
tipo eppendorf de 2 ml e adicionou-se 700ul de buffer fosfato (H,PO,.) e
realizou-se a homogeneizacéo do tecido. Apés esta etapa, adicionou o restante
de buffer fosfato para completar a proporcdo de 1:9 (gramas de tecido:ml de
buffer fosfato). Em seguida, realizou a centrifugagdo a 4°C por 12 minutos a
12.000 rpm. O sobrenadante foi utilizado nas analises de GSH, MDA, AOPP,
catalase e proteina total.

A analise de proteina do tecido foi determinada por meio de Kkit
comercial labtest® e sua leitura realizada em espectofotometro.
A analise do MDA foi realizada de acordo com o método proposto por

Gerard-Monnier et al.(1998), com algumas adaptacdes. Foi colocado 100 pul de
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homogenato em microtubo, a este foi adicionado 300 ul de solugcéo de 10 mM
de 1-metil-fenilindol em acetonitrila e metanol (2:1 de volume) e 75 ul de HCL
puro (37%). Logo apds, os microtubos foram agitados em vortex e incubados
em banho-maria a 45°C por 40 minutos. Apés o banho, houve resfriamento das
amostras em gelo e em seguida foi centrifugado a 4000rpm por 10 minutos. Do
sobrenadante foi feita a leitura de absorbancia com comprimento de onda de
586nm. A concentragcdo de MDA foi calculada comparando-a a curva de
1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP) hidrolisado.

Para o GSH foi colocado 25 pl do homogenato em microtubo,
adicionado 2 ml de agua milli Q e 0,5 ml de TCA 50% (acido tricloroacético).
Apods 15 minutos foi agitado em vortex. Logo em seguida foi centrifugado a
4000 rpm a temperatura ambiente por 15 minutos, retirar-se 1 ml do
sobrenadante para um tubo de vidro menor e adiciona 2 ml de TRIS-HCI 0,4 M
pH 8,9 e 50ul de DTNB (acido ditionitrobenzéico) em metanol. Aguarda-se 5
minutos e depois é realizada a leitura a 412 nm.

Para a realizacdo do AOPP é colocado 50 pl do homogenato e
adicionado 200 pl de PBS em cada tubo. Na placa é colocado 200 pl de PBS
para o branco, 200 ul de solucdo padrdo em duplicata e 200 pl de cada
amostra. Adiciona-se 10 pl de iodeto de potassio (1,92g/10ml de PBS) em cada
padrdo. Logo apos é adicionado 20 pl de acido acético puro em cada poco e
em seguida a leitura € realizada a 340 nm com filtro de referéncia de 490nm.

A catalase é realizada colocando-se 250 pul do homogenato com adicéo
de 2,5 pl de Tritbn X-100 puro. Logo apds é agitado e retirado 10ul desta
amostra e adicionado 2 ml de buffer fosfato. Com a utilizagdo de uma cubeta, é
colocado 2 ml desta amostra diluida e adiciona-se 1ml de H,0O,. Realiza-se a
leitura a 240nm em dois tempos( t=0 e t= 1 apdés 1 minuto). Estes
procedimentos foram realizados no Laboratorio Nutricdo e Metabolismo, da

Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto.
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3.12 Procedimentos histoldgicos

As amostras de c6lon menor, foram imersas, para fixacdo, durante 24
horas em formalina tamponada com fosfatos a 10%, em pH 7,2. Em seguida,
as amostras foram desidratadas em élcool etilico em concentracdes crescentes
(70%, 80%, 90%), num periodo de 60 minutos cada. Na sequéncia, foram
passadas trés vezes em alcool absoluto e trés vezes em Xilol. A impregnacao e
inclusédo em parafina foram efetuadas em duas incubag¢des durante uma hora a
60°C. As amostras colhidas foram clivadas e incluidas transversalmente com
as porcdes centrais do fragmento posicionadas mais externamente no bloco e
em seguida armazenadas. Posteriormente, foram efetuados no micrétomo®’
cortes de 5 um de espessura. Os cortes foram colocados em laminas de vidro
lapidadas, os quais foram, em seguida, corados com hematoxilina-eosina (HE).
O processamento das amostras foi realizado no laboratério de Histopatologia
do Departamento de Patologia Veterinaria da FCAV — UNESP, Campus de
Jaboticabal, Sdo Paulo. Posteriormente, efetuou-se documentacdo fotografica
e analise histoldgica descritiva das laminas. Foi utilizado microscépio 6ptico

binocular®® e sistema fotogréafico digital®.

3.13 Anéalises estatisticas

Os resultados obtidos foram analisados por meio de Anadlise de
Variancia com medidas repetidas no tempo, em que o fator testado foram
momentos (08 niveis), com os animais constituindo os blocos (08). Havendo
diferenca significativa entre as médias dos momentos (p<0,05), estas foram
comparadas entre si pelo teste de Tukey no mesmo nivel de significancia (5%).

Para tanto, sera utilizado o procedimento General Linear Models (GLM) do

7 Spencer 820, American Optical - New York, NY, EUA
¥ Olympus BX51, Tokyo, Jap&o
* Olympus DP72, Tokyo, Japao
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Programa computacional SAS?. Os dados obtidos estdo apresentados como

valores médios + erro padrao (EPM), na forma de tabelas e figuras.

2 SAS 9.1, SAS Institute, Cary NC, USA
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4. RESULTADOS

4.1 Parametros Clinicos

O tempo de preenchimento capilar (TPC), a motilidade intestinal, o turgor
cutaneo, a coloracdo de mucosa e o pulso das artérias digital palmares néo
apresentaram diferencas significativas (p>0,05). Porém, observou-se que o
TPC diminuiu inicialmente em 12 horas (M12), com posterior aumento em 60
horas (M60). A motilidade intestinal também apresentou alteracées no decorrer
do periodo experimental, apresentando-se diminuida logo apds a cirurgia
(M12), retornando aos valores basais 60 horas (M60) apés a desobstrucdo do

colon menor.

Tabela 1. Médias * erro padrdao da média (EPM) das variaveis clinicas de equinos submetidos a
obstrugdo intraluminal do célon menor, antes da indugdo anestésica (M0), apos a desobstrucéo
M12, M24, M36, M48, M60 e M72. Jaboticabal, 2015.

MO M12 M24 M36 M48 M60 M72

FC 41,0043,25° 55,25+4,17% 46,25+2,99%°43,75+3,51° 42,25+2,74° 44,25+2 96" 49,25+4,77%
FR 18,7542,50° 21,00+2,88%° 31,50+6,99%16,25+1,62° 22,75+3,36® 17,50+2,50° 20,00+3,23"

Tr 37,73+0,08° 38,710,18% 37,81+0,15°37,81+0,11° 37,74+0,16° 37,9620,16*° 37,73+0,15°

FC (frequéncia cariaca) em batimentos por minuto; FR (frequéncia respiratoria) em movimentos
por minuto; Tr (temperatura retal) em graus Celsius. Médias seguidas de mesmas letras na linha
nao diferem entre si (p>0,05).
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A andlise das variaveis clinicas foi possivel observar diferencas
significativas em frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratoria (FR) e
temperatura retal (Tg). A FC aumentou 12 horas (M12) apos o fim do
procedimento cirdrgico (p<0,05), retornando aos valores basais em 24 horas
(M24) e observou-se ligeiro aumento (p>0,05) apdés 72 horas (M72). A FR se
elevou com 24 horas (M24) (p<0,05) e retorno aos valores basais no momento
36 horas (M36). A Tr se elevou no momento 12 horas (M12) (p<0,05) e
retornou para os valores basais as 24 horas (M24) mantendo-se constante
(Tabela 1, Figuras 1,2 e 3).

Frequéncia Cardiaca
70 -
= MO
mM12
u M24
m M36
mM48
= M60

mM72

FC

Figura 1. Média + erro padrdo da média (EPM) de freqiiéncia cardiaca (FC) em batimentos por
minuto de equinos antes da inducdo anestésica (M0O), apés a desobstrucdo M4, M12, M24,
M36, M48, M60 e M72. Médias seguidas de letras desiguais indicam diferenca (p<0,05).
Jaboticabal, 2015.
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Figura 2. Média * erro padrdao da média (EPM) de frequéncia respiratéria (FR) em movimentos

por minuto de equinos antes da inducéo anestésica (M0), apds a desobstrucdo M4, M12, M24,

M36, M48, M60 e M72. Médias seguidas de letras desiguais indicam diferenca (p<0,05).

Jaboticabal, 2015.

Temperatura
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Figura 3. Média + erro padrao da média (EPM) de temperatura (TR) em graus celsius de
equinos antes da inducdo anestésica (M0Q), ap6és a desobstrucdo M4, M12, M24, M36, M48,
M60 e M72. Médias seguidas de letras desiguais indicam diferenca (p<0,05). Jaboticabal, 2015.



25

4.2 Avaliacdo Hematologica

Na avaliacao eritrocitaria e de plaguetas ndo se observou diferencas
significativas (p>0,05) ao se comparar com MO. Porem ao ser comparado 0s
momentos entre eles. Verificou-se em M4 discreta diminuicdo de hemoglobina,
hematocrito, plaguetas e contagem de hemacias. Foi observado aumento no
momento M12 (p<0,05) na contagem de heméacias, hemoglobina, hematdcrito e
plaquetas. Apresentando um retorno aos valores basais em M24. Com 48
horas de desobstrucdo (M48) os valores referentes ao hematocrito, contagem
de hemacias e hemoglobina obtiveram seus valores mais baixos,
diferenciando-se significativamente de M12, mas nao diferenciando-se do basal
(MO) (Tabela 2, Figuras 4, 5, 6 e 7).

Tabela 2. Médias * erro padrdo da média (EPM) da contagem de hemacias (He, x10%/ul),
hemoglobina (Hb, g/dl), hematécrito (Ht, %) e plaquetas (Plag, x103/ul) no sangue venoso de
equinos submetidos a obstrugédo intralumial do colén menor, antes da indugdo anestésica (M0),
apos a desobstrugcdo M4, M12, M24, M36, M48, M60 e M72. Jaboticabal, 2015.

MO M4 M12 M24 M36 M48 M60 M72
He 7,56 + 6,91 + 8,15 + 7,28 + 7,24 + 7,05 + 7,21+ 7,27 +
0,32% 0,26" 0,382 0,33% 0,32% 0,28" 0,32% 0,4%
Hb 11,46 + 10,50 + 12,33 + 11,05 + 11,03 + 10,69 + 10,94 + 11,16 +
0,34% 0,65" 0,492 0,34%® 0,33% 0,29° 0,33% 0,60%
Ht 35,41 + 32,48 + 38,08 + 33,96+ 33,79+ 33,01 + 33,71 + 34,18 +
1,08% 1,87"° 1,60° 1,222 1,11 0,79° 1,07 1,94

Plag 24114+ 19720+ 25371+ 233,71+ 236,86+ 227,71% 218,86% 23257+
9,88 % 10,28° 15,372 12,26 % 14,56 % 12,03% 17,44 19,72

Médias seguidas de mesma letras na linha néao diferem entre si (p>0,05).
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Figura 4. Média + erro padrdo da média (EPM) de hemoglobina (Hb) do sangue de equinos
antes da inducdo anestésica (MO0), apés a desobstrucao M4, M12, M24, M36, M48, M60 e

M72. Médias seguidas de letras desiguais indicam diferenca (p<0,05). Jaboticabal, 2015.
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Figura 5. Média + erro padrao da média (EPM) da contagem de hemacias (He) de equinos
antes da inducdo anestésica (M0), apds a desobstru¢do M4, M12, M24, M36, M48, M60 e M72.
Médias seguidas de letras desiguais indicam diferenca (p<0,05). Jaboticabal, 2015.
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Figura 6. Média + erro padrdo da média (EPM) do hematdcrito (Ht) do sangue de equinos
antes da inducao anestésica (M0), ap6s a desobstrugdo M4, M12, M24, M36, M48, M60 e M72.
Médias seguidas de letras desiguais indicam diferenga (p<0,05). Jaboticabal, 2015.
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Figura 7. Média * erro padrao da média (EPM) de plaquetas (Plag) do sangue de equinos
antes da inducao anestésica (M0), ap6s a desobstrugdo M4, M12, M24, M36, M48, M60 e M72.
Médias seguidas de letras desiguais indicam diferenga (p<0,05). Jaboticabal, 2015.
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Os valores de leucdcitos totais obtidos no leucograma apresentaram
aumento em M12 e M24 (p<0,05), diminuindo a partir de M36, mas
permanecendo acima do valor obtido em MO e ao longo dos outros momentos
subsequentes, porem o aumento ndo foi significativo (p>0,05). N&o foram
encontradas diferencas entre os valores de basofilos e mondécitos em nenhum
momento. Em relagéo aos eosinofilos observou-se diminuicdo nos momentos
M12, M24 e M36 (p<0,05), com aumento ho momento M48 proximo ao valor
basal (M0O). Nos neutrofilos bastonetes observou-se aumento significativo
(p<0,05) em M12 e M24, porem nos outros momentos ndo foram observadas
diferencas. Os neutrofilos segmentados aumentaram (p<0,05) em M12, M24 e
M36, retornando para valores préximos ao basal apés 48 horas (M48). No
entanto, em M60 houve novamente aumento (p<0,05) nos segmentados com
retorno aos valores basais em M72. Ja os linfécitos diminuiram (p<0,05) no
intervalo entre M4 e M36, assim como em M60. Nos outros momentos 0s
valores encontraram-se proximos ao valores basais (Tabela 3, Figuras 8,
9,10,11,12 e 13).

Tabela 3. Médias * erro padrdo da média (EPM) da contagem de leucdcitos totais e diferencial
em valores absolutos (x10%/pL) no sangue venoso dos equinos submetidos a obstrugdo
intralumial do colén menor, antes da inducdo anestésica (M0), ap6s a desobstrucdo M4, M12,
M24, M36, M48, M60 e M72. Jaboticabal, 2015

MO M4 M12 M24 M36 M48 M60 M72

Le 9,69+ 9,79+ 16,50+ 13,70+ 12,54+ 12,31+ 12,08+ 10,79+
0,37° 0,57° 1,272 1,018b 1,15b¢ 1,56b¢ 1,49bc 1,10bc

Eos 0,262 0,15+ 0,05+ 0,02+ 0,05+ 0,28+ 0,33+ 0,30+
0,062 0,02*  0,05° 0,02° 0,03" 0,082 0,112 0,102

NB 0,00+ 0,03z 0,85z 0,23z 0,00+ 0,00+ 0,05+ 0,09+
0,00°¢ 0,02  0,19? 0,04° 0,00°¢ 0,00°¢ 0,03 0,04

NS 5,36 6,82+ 13,00+ 10,79+ 9,58+ 8,60 8,71+ 8,17+
0,49¢ 0,57 1,12° 1,17* 1,06 1,37° 125 107"

Ln 3,96z 2,67+ 2,44+ 2,47+ 2,76+ 3,22+ 2,73+ 2,93+

0,472 0,23° 0,40° 0,38" 0,29° 0,46% 0,35" 0,43%

Le (leucocitos totais), Eos (eosinofilos), NB (neutrofilos bastonetes), NS (neutrdfilos
segmentados) e Ln ( Linfocitos). Médias seguidas de mesma letras na linha ndo diferem entre
si (p>0,05).
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Figura 8. Média * erro padrao da média (EPM) de leucdcitos totais (Le) x103/uL de equinos
antes da inducao anestésica (M0), ap6s a desobstrugdo M4, M12, M24, M36, M48, M60 e M72.

Médias seguidas de letras desiguais indicam diferenga (p<0,05). Jaboticabal, 2015.
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Figura 9. Média * erro padrdo da média (EPM) de eosindfilos (Eos) x103/uL de equinos antes
da inducdo anestésica (MO0), apdés a desobstrucao M4, M12, M24, M36, M48, M60 e M72.

Médias seguidas de letras desiguais indicam diferenca (p<0,05). Jaboticabal, 2015.
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Figura 10 Média * erro padrdao da média (EPM) de neutréfilos bastonetes (NB) x103/uL de
equinos antes da inducao anestésica (M0), apés a desobstrugdo M4, M12, M24, M36, M48,
M60 e M72. Meédias seguidas de letras desiguais indicam diferenca (p<0,05). Jaboticabal,
2015.
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Figura 11. Média + erro padrao de neutréfilos segmentados (NS) x103/uL de equinos antes da
inducdo anestésica (M0), apés a desobstrucdo M4, M12, M24, M36, M48, M60 e M72. Médias
seguidas de letras desiguais indicam diferenca (p<0,05). Jaboticabal, 2015.
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Figura 12. Média * erro padrao da média (EPM) de linfocitos (Ln) x103/uL de equinos antes da
inducdo anestésica (M0), apés a desobstrucdo M4, M12, M24, M36, M48, M60 e M72. Médias
seguidas de letras desiguais indicam diferenca (p<0,05). Jaboticabal, 2015.
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Figura 13. Média + erro padréo de leucdcitos totais (Le) x103/uL, neutréfilos bastonetes (NB)
x103/uL e neutrofilos segmentados (NS) x103/uL, de equinos antes da indugdo anestésica (MO0),
apds a desobstrucdo 4 (M4), 12 (M12), 24 (M24), 36 (M36), 48 (M48), 60 (M60) e 72 (M72)
horas ap6s a desobstrugdo. Médias seguidas de letras desiguais indicam diferenca (p<0,05).
Jaboticabal, 2015.
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4.3 Avaliacéo bioguimica do soro

Ao analisar as variaveis no soro, observou-se algumas alteracdes como
o aumento de GSH (p<0,05) em M24, M36 e M48, permanecendo nos demais
momentos préximo ao valor basal. A Vit. E também apresentou aumento
significativo (p<0,05), porém em periodos diferentes (M48, M60 e M72), nos
demais momentos houve leve aumento, mas este nédo foi significativo (p>0,05).
Ja a Pt diminuiu (p<0,05) em M4 e retornou aos valores proximos do basal em
M12 e se manteve nos demais momentos. Tanto a MDA como a AOPP, apesar
de demonstrarem leve aumento ao longo do tempo, este ndo foi significativo
(Tabela 4, Figuras 14, 15, 16, 17, 18, 19 e 20)

Tabela 4. Médias * erro padrao da média (EPM) das variaveis MDA(nmol/gP),
GSH(micromol/gP), AOPP( umol/L), Vit. E(umol/L) e Pt (g/mL), do soro de equinos submetidos
a obstrucdo intraluminal do colén menor, antes da inducdo anestésica (MQ), apés a
desobstrucdo M4, M12, M24, M36, M48, M60 e M72. Jaboticabal , 2015.

MO M4 M12 M24 M36 M48 M60 M72
MDA 62,08+ 75,47+ 64,25+ 74,32+ 81,48+ 83,57+ 80,28+ 67,36+
7,302 5,04a 6,672 8,492 10,652 7,032 10,702 10,322

AOPP 31,28+ 42,94+ 49,64+ 59,02+ 72,06+ 73,94+ 59,79+ 61,08+
0,952 12,962 14,752 18,842 29,382 26,372 19,51a 19,062

GSH 7,37+ 8,54+ 8,39+ 9,06+ 9,76+ 9,32+ 8.72+ 8,47+

0,212 0,28ab 0,41ab 0,23b 0,37v 0,25b 0,67ab 0,34ab
Vit E 8,68+ 8,26+ 11,30+ 11,64+ 12,93+ 15,21+ 14,93+ 14,93+

1,47 1,36p 1,84ab 1,65ab 2,84ab 2,54a 2,71a 3,082
Pt 0,07+ 0,05+ 0,07+ 0,06+ 0,06+ 0,06+ 0,07+ 0,07+

0,0012  0,001° 0,0022 0,001a 0,003ab 0,0022 0,0032 0,003a

MDA( malondealdeido), AOPP(produto protéico de acdo avangada), GSH(Glutationa), Vit E
(vitamina E), Pt (Proteina). Medias seguidas de letras desiguais na linha indicam diferenca
(p<0,05)
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Figura 14. Média * erro padrdo da média (EPM) de malondialdeido (MDA, em nmol/GP) de
soro de equinos antes da inducdo anestésica (M0), apés a desobstrucdo M4, M12, M24, M36,
M48, M60 e M72. Médias seguidas de letras desiguais indicam diferenca (p<0,05). Jaboticabal,
2015.
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Figura 15. Média * erro padrdo da média (EPM) de produto protéico de oxidacdo avancada
(AOPP, em pmol/L) de soro de equinos antes da inducdo anestésica (MO0), apls a
desobstrucdo M4, M12, M24, M36, M48, M60 e M72. Médias seguidas de letras desiguais
indicam diferenca (p<0,05). Jaboticabal, 2015.
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Figura 16. Média + erro padrdo da média (EPM) de proteinas (PT, em g/mL) de soro de
equinos antes da inducdo anestésica (M0Q), apés a desobstrucdo M4, M12, M24, M36, M48,
M60 e M72. Médias seguidas de letras desiguais indicam diferenca (p<0,05). Jaboticabal, 2015.
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Figura 17. Média * erro padrao da média (EPM) de glutationa (GSH, em umol/gP) de soro de
equinos antes da inducdo anestésica (M0Q), ap6és a desobstrucdo M4, M12, M24, M36, M48,
M60 e M72. Médias seguidas de letras desiguais indicam diferencga (p<0,05). Jaboticabal, 2015.
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Figura 18. Média * erro padrao da média (EPM) de vitamina E (Vit E, em umol/L) de
soro de equinos antes da inducdo anestésica (M0), ap6s a desobstrucao M4, M12,
M24, M36, M48, M60 e M72. Médias seguidas de letras desiguais indicam diferenca
(p<0,05). Jaboticabal, 2015.
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Figura 19. Média * erro padrdao da média (EPM) de glutationa (GSH, em umol/gP) e vitamina E
(Vit. E, em pmol/L) de soro de equinos antes da inducéo anestésica (M0), apds a desobstrugdo
4 (M4), 12 (M12), 24 (M24), 36 (M36), 48 (M48), 60 (M60) e 72 (M72) horas apls a
desobstrucdo. Médias seguidas de letras desiguais indicam diferenca (p<0,05). Jaboticabal,
2015.



36

MDA e AOPP

120 +

100 -

80 -

—6— MDA

10 4 —8—AOPP

20 A

MO M4 M12 M24 M36 M48 M60 M72

Figura 20. Média * erro padrdo da média (EPM) de malondialdeido (MDA, em nmol/gP) e
produto protéico de oxidagdo avancada (AOPP, em pmol/L) de soro de equinos antes da
inducéo anestésica (M0), apos a desobstrucao 4 (M4), 12 (M12), 24 (M24), 36 (M36), 48 (M48),
60 (M60) e 72 (M72) horas ap0s a desobstrucdo. Médias seguidas de letras desiguais indicam
diferenca (p<0,05). Jaboticabal, 2015.

4.4 Avaliacao bioquimica do colon menor

Nas analises bioquimicas de AOPP, MDA, GSH, catalase e PT
de diferentes regides teciduais do célon menor (oral, baldo e aboral),
nao foi observado nenhuma diferenca estatistica nos valores destas
variaveis (Tabelas 5, 6, 7, 8 € 9).
Tabela 5 Media + erro padrdo da média (EPM) de AOPP (nmol/g tecido) de célon menor de

equinos no local da leséo, oral, baldao e aboral, antes da colocacdo do baldo (MO), apés a
desobstrucdo M4 e M72. Jaboticabal 2015.

AOPP MO M4 M72

ORAL 843,20 + 66,89 742,04 + 72,67 901,58 + 84,09

BALAO 843,20 + 66,89 710,67 + 137,53 751,37 £ 72,71
ABORAL 843,20+66,89 1024,04 + 151,56 912,35 + 96,08

AOPP(produto protéico de oxidacdo avancada). Médias seguidas de letras desiguais na linha
indicam diferencga (p<0,05)
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Tabela 6 Media *+ erro padrdo da média (EPM) de MDA (nmol/g tecido) de célon menor de
equinos no local da lesao, oral , baldo e aboral, antes da colocacdo do baldao (MO0), apés a
desobstrucdo M4 e M72. Jabaoticabal 2015.

MDA MO M4 M72
ORAL 40,79 £ 4,23 39,71+ 2,98 33,45+ 5,49
BALAO 40,79 £ 4,23 42,43 £ 4,01 40,59 +5,75
ABORAL 40,79 £4,23 47,18 +7,76 32,13 + 4,07

MDA (malondialdeido). Medias seguidas de letras desiguais na linha indicam diferenca (p<0,05)

Tabela 7 Media * erro padrdo da média (EPM) de GSH (nmol/g tecido) de célon menor de
equinos no local da leséo, oral, baldao e aboral, antes da colocacdo do baldo (MO0), apds a
desobstrucdo M4 e M72. Jaboticabal 2015

GSH MO M4 M72
ORAL 680,86 + 38,59 576,93 £ 53,43 576,22 + 48,55
BALAO 680,86 + 38,59 750,82 + 101,39 645,60 + 57,27
ABORAL 680,86 + 38,59 739,13 + 146,85 673,21 + 87,17

GSH(glutationa) .Medias seguidas de letras desiguais na linha indicam diferenca (p<0,05)

Tabela 8 Media = erro padrdo da média (EPM) de catalase(U/mgPT) de célon menor de
equinos no local da leséo, oral , baldo e aboral, antes da colocacdo do baldo (MO), apés a
desobstrucdo M4 e M72. Jaboticabal 2015.

CATALASE MO M4 M72
ORAL 0,0016 + 0,0004 0,0020 = 0,001 0,0013 + 0,0006
BALAO 0,0016 + 0,0004 0,0019 + 0,0011 0,0010 + 0,0006
ABORAL 0,0016 + 0,0004 0,0019 * 0,0012 0,0027 + 0,0021

Catalase. Medias seguidas de letras desiguais na linha indicam diferenca (p<0,05)

Tabela 9 Media + erro padrao da média (EPM) de PT(g/gT) de célon menor de equinos no local
da lesdo, oral , baldo e aboral, antes da colocacao do baldo (M0), apés a desobstrucdo M4 e
M72. Jaboticabal 2015.

PT MO M4 M72
ORAL 0,06 £ 0,007 0,06 £ 0,007 0,07 + 0,007
BALAO 0,06 £ 0,007 0,06 £ 0,010 0,07 + 0,014
ABORAL 0,06 £ 0,007 0,06 £+ 0,007 0,07 + 0,010

PT (proteina total).Medias seguidas de letras desiguais na linha indicam diferenca (p<0,05)

4.5Avaliacdo macroscopica do célon menor

Durante a escolha do local a ser obstruido e do procedimento de
inducdo da obstrucéo, verificou-se a coloragdo e a integridade da serosa. Apos
quatro horas de distensdo, a serosa da por¢do obstruida apresentava regides
cianoticas. Ao realizar a incisdo para a retirada do baldo, observou-se que a

parede intestinal estava delgada e friavel. Quarenta e cinco minutos apds a
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descompressao, a serosa desta regido ainda se apresentava congesta e a
parede intestinal espessada (Figura 21).

Nas regides oral e aboral do c6lon menor, 0os aspectos macroscopicos
eram normais. Em todas as regides foi observada a presenca de pequenos
coagulos aderidos a serosa e ao mesentério.

Figura 21. Imagem fotogréfica do célon menor da regiéo baldo/obstruida apds quatro
horas de obstrucdo, serosa apresentando regides cianéticas.

4.6 Analise Microscopica do Colon Menor

Foi realizada avaliacdo histoloégica das camadas intestinais e, em MO
observou infiltracao eosinofilica de mucosa, submucosa e serosa.

Em relacdo & camada mucosa, em M4 houve diferenca entre as regioes
oral, aboral e da obstrucdo. Na porgcédo oral e aboral, o epitélio e a mucosa
apresentavam-se integros, com presenca de eosinofilos. Na porcdo aonde
efetuou-se a obstrucdo, tanto a mucosa como o epitélio perderam sua
integridade, mas mantiveram a infiltrag&o eosinofilica (Figura 22).

Na submucosa, tanto na porgcédo oral como aboral, se observou a
presenca de infiltrado inflamatério discreto, composto por macrofagos,
plasmacitos e eosindfilos, distribuidos de maneira difusa. Porém, apenas na
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porcao oral, foi encontrado infiltrado moderado de linfécitos, com distribuicdo
difusa, além de edema difuso e discreto. Na porcéo obstruida foi observado
apenas infiltrado moderado de eosindfilos, com distribuicao difusa.

Figura 22. Fotomicrografia ilustrando a camada mucosa do cdlon menor de equino submetido
a obstrucédo intraluminal ap6s quatro horas de indugdo (porgdo baldo/obstruida). Observa-se a
auséncia do epitélio luminal e a destruicdo da mucosa (seta). Hematoxilina-Eosina, obj 20x

Na camada muscular e no tecido conjuntivo entre essas
camadas da porcéo oral e aboral, foi observado infiltrado inflamatoério
discreto, composto de neutrofilos, distribuidos de maneira difusa. Na
porcao da obstrucdo, nenhuma alterac&o foi encontrada.

J4 na camada serosa oral e aboral, ambas apresentaram infiltrado
inflamatorio moderado, composto de neutréfilos, distribuidos de maneira
multifocal. Apenas na porgéo oral o infiltrado era composto por plasmaocitos e
macréfagos. Na porgcdo onde o baldo foi alocado, observou-se a presenca de
infiltrado inflamatorio moderado, de distribuicdo multifocal, composto de
neutroéfilos (Figura 23).
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Figura 23. Fotomicrografia ilustrando as camadas muscular e serosa do c6lon menor de equino
submetido a obstrucdo intraluminal apés quatro horas de inducdo (porcdo baldo/obstruida).
Observa-se hemorragia na camada muscular (setas) e hemorragia e edema na camada serosa
(asteriscos). Hematoxilina-Eosina, obj 20x.

Em M72, as porcdes do célon oral e aboral apresentaram o epitélio e a
mucosa integros, com presenca de eosinofilos. Na porcao obstruida, 50% dos
animais apresentaram a mucosa e o epitélio integros (Figura 24), porém nos
outros animais foram observadas perda da integridade ou achatamento de

mucosa, ou ainda, destruicdo de epitélio.
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Figura 24. Fotomicrografia ilustrando a camadas mucosa do célon menor de equino submetido
a obstrucdo intraluminal apés 72 horas de desobstrugdo (porgdo baldo/obstruida). Observa-se
0 epitélio e a mucosa integros. Hematoxilina-Eosina, obj 20x.

Na submucosa, tanto oral como aboral, observou-se a presenca de
infiltrado inflamatodrio discreto, composto de macrofagos e eosinofilos,
distribuidos de maneira difusa. Na por¢édo obstruida, o infiltrado era composto
por macrofagos, linfocitos e eosinofilos, também com distribuicéo difusa (Figura
25).
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Figura 25. Fotomicrografia ilustrando a camada submucosa do célon menor de equino
submetido a obstrugéo intraluminal apdés 72 horas de desobstrucéo (porcdo baldo/obstruida).
Observa-se a presenga de infiltrado inflamatério, com presenca de macréfagos e linfocitos
(seta). Hematoxilina-Eosina, obj 40x

Na camada muscular da porcdo oral e aboral foram observados
infiltrados discreto de neutrdfilos distribuidos de maneira multifocal, tanto na
muscular como no tecido conjuntivo, entre as camadas musculares. Na por¢ao
da obstrucdo, observou-se a presenca do infiltrado composto por neutréfilos,
entre as fibras musculares.

Ja4 na camada serosa oral e aboral, ambas apresentavam infiltrado
inflamatorio discreto, composto por neutréfilos e macréfagos distribuidos de
maneira difusa. Na porgcdo obstruida, observou-se a presenca de infiltrado
inflamatoério discreto e distribuicdo multifocal, composto por neutréfilos e
macréfagos, além de discretas areas de hemorragia.
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5. DISCUSSAO

O procedimento experimental utilizado foi eficaz na obstrucao
intraluminal do coldbn menor observando-se alteracbes pertinentes as
observadas em casos naturais de célica. A demais, observou-se alteragfes
histol6gicas do colon, assim como em parametros sanguineos associados a
resposta inflamatdria sistémica e resposta oxidativa.

A inducédo experimental de obstrucéo intraluminal de colon descendente,
em que foi empregada metodologia diferente da utilizada na presente pesquisa,
em relacdo a presséao usada no baldo, de 40 mmHg por 4 horas e utilizagao de
drenos de Penrose na porcéo oral e aboral da obstrucdo com a finalidade de
manter fixo o baldo, observou-se aumento de frequéncia cardiaca apos 12
horas, sendo o maior encontrado comparado aos outros momentos. Este
mesmo fato foi observado em nosso trabalho (TEIXEIRA, 2011). Em trabalho
realizado por Fagliari et al. (2008), com equinos com colica submetidos a
laparotomia, foram encontradas alteracfes nos quadros clinicos dos animais
entre 24 e 48 horas apdés o ato cirlrgico, estes equinos jA se encontravam
diagnosticados com cdlica cirdrgica e com uma meédia inicial maior dos
parametros fisicos se comparados com o presente estudo em que foi induzida
a obstrucdo do colon maior. No trabalho realizado por Lopes (2010) em que foi
induzido quadro de coélica por meio de obstru¢cdo com dreno de Penrose, foram
encontradas diferencas estatisticas (aumento) com relacdo a frequéncia
cardiaca entre os momentos 5 e 6 horas ou entre 2 a 3 horas apos a
desobstrucdo. Com relacdo a frequéncia respiratoria e temperatura ndo foram

encontradas diferencas estatisticas. Esses resultados podem diferir do
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presente trabalho pelo tempo cronolégico menor, pela forma de obstrucdo e
tratamento pos cirargico em que foi empregado o cloridrato de tramadol como
agente analgésico. Neste mesmo trabalho realizado por Lopes (2010) foi
encontrado diferenca significativa em relacdo a motilidade dos animais,
resultado este que se difere do presente trabalho em que nédo foram
encontradas diferengas significativas.

Na avaliagdo hematologia é observado diminuicdo significativa da
contagem de heméacias, da hemoglobina, do hematdcrito e das plaquetas.
Inicialmente (M4), este fato pode ser decorrente de hemodiluicdo associada a
vasodilatacao, pois neste momento 0s animais se encontravam sob anestesia
inalatoria e recebendo fluidoterapia (aproximadamente 5% do peso vivo).
Segundo Mosley (2008) os anestésicos podem reduzir a contratibilidade do
miocardio, diminuir o débito cardiaco e causar vasodilatacdo, essas alteracfes
podem levar a reducédo na pressdo arterial, aumento no volume intravascular
decorrente da vasodilatacdo e, consequentemente, reducdo da perfusao
tecidual. Na tentativa de minimizar os efeitos cardiacos e circulatérios
causados pelos anestésicos € empregada a fluidoterapia, no entanto, do total
de fluidoterapia com cristaldide isotbnico administrado, 75% é redistribuido
para 0 espago intersticial e apenas cerca de 10% permanece no espaco
intravascular ap6és 3 horas da administracdo. Segundo Kerr (2003), nos
estagios iniciais de hemorragia aguda a avaliacdo hematologica tem pouca
utilidade, pois o que esta sendo perdido é sangue total e a realizacdo de
hemograma neste momento ndo corresponde as altera¢des. No entanto, com o
passar das horas a medida que o volume plasmatico é restabelecido ocorre a
gueda no hematdcrito, fato este que nao ocorre ao longo do presente trabalho.
Apesar de o procedimento ser considerado pouco cruento com relacao a perda
de sangue, ndo pode se descartar a sua importancia com relagéo a essa queda
na avaliacdo hematoldgica, concluindo que essa diminuicao € decorrente desta
somatoria de fatores. Apds o retorno anestésico os valores dessas variaveis
hematolégicas aumentam significativamente no momento M12, indicando
hemoconcentracédo, podendo ser decorrente de desconforto abdominal, pois
neste mesmo momento ocorre 0 aumento da frequéncia cardiaca. Em trabalho

realizado por Costa et al. (2008), também foi observado aumento dos valores
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do eritrograma, 18 horas apdés a retirada da obstrucdo sugerindo a
hemoconcentragdo. Esse aumento pode ser em decorréncia de contragdo
esplénica desencadeada pelo estresse com a liberacdo de epinefrina e
corticosterdides, pois o baco pode armazenar até 50% do total de células
vermelhas (KERR, 2003; KOWAL et al., 2006). Ja o valor do hematocrito obtido
por Lopes (2010), ndo apresentaram diferenca significativa, diferente do
presente trabalho.

Em relacdo aos valores do leucograma resultados parecidos foram
encontrados por Costa (2008), com aumento de neutrofilos segmentados ao
longo do experimento e diminuicdo de linfocitos. No entanto, os valores
encontrados para eosindéfilos por este autor se elevaram inicialmente, porém
ap0s com posterior decréscimo, inversamente o que ocorreu no presente
trabalho. Em trabalho realizado por Fagliari et al. (2008) também encontraram
aumento de leucocitos com aumento de bastonetes, sendo que nos animais
gue sobreviveram ao ato cirlrgico a longo prazo, esta média dos valores
decresciam. Ja Di Filippo (2009) observou a ocorréncia de aumento de
monaocitos apos 72 horas, o que difere do presente trabalho, e diminuicdo de
eosinofilos logo apods desobstrucdo que corrobora com o achado no presente
trabalho com a diferenca de ter ocorrido em momento inicial (apds
desobstrucéo) se comparado a este trabalho. Segundo Di Filippo, (2009) esta
eosinopenia pode ser decorrente da liberacdo de corticoides pelo estresse do
procedimento. Segundo Kerr (2003), o estresse agudo leva a liberacdo de
catecolaminas que provocam a diminuigdo de eosinofilos. Entre os causadores
desse estresse estdo incluidos pacientes estressados por dor intensa e
pacientes sob anestesia. Portanto, a diminuicdo de eosindéfilos encontrada
neste trabalho pode ser decorrente da anestesia, pois no momento M4 em que
o animal ainda se encontra sob anestesia é observada diminuigdo (p>0,05) se
comparada ao momento MO e entre os momentos de M12 a M36 coincidem
com os momentos em que foi observado aumento de frequéncia cardiaca e
respiratoria o que indica desconforto abdominal, outra provavel causa dessa
alteracao.

No trabalho realizado por Ibrahim (2014), no qual foram estudados dois

grupos, um contendo cavalos que foram atendidos e diagnosticados com
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quadro de cdlica (espasmodica, compactacao e fermentacéo), realizando Unica
coleta de amostra no momento inicial ao atendimento, e 0 segundo grupo
composto por equinos higidos sem sinais de desconforto abdominal (grupo
controle). Com a finalidade de avaliar o nivel de estresse oxidativo, foi
observado aumento significativo de molécula oxidante (MDA) e a diminuic&o
significativa de antioxidantes (GSH e catalase) indicando a ocorréncia de
estresse oxidativo. No presente trabalho foi observado o aumento das
substancias antioxidantes GSH e Vit. E. Essa diferenca encontrada pode ser
pelo fato dos cavalos que apresentaram quadro clinico de cdlica no trabalho de
Ibrahim (2014), se encontrarem com um tempo maior com relacédo a distensao
das alcas e por ter afetado uma maior extensdo de segmentos (alcas
intestinais). O resultados do presente trabalho corrobora com a citacdo de
White (2002), em que ndo ocorreu aumento significativo dos produtos oriundos
da peroxidacdo de lipideos durante a reperfusédo. Utilizando a definicdo de
estresse oxidativo citada por Lykkesferldt (2007), que seria o desequilibrio
entre a quantidade de agentes oxidantes e os antioxidantes, podemos concluir
que no presente trabalho as moléculas antioxidantes foram capazes de
neutralizar a producdo das moléculas oxidativas, apesar de apresentar
diminuicao inicial da vit. E em M4, o que indica 0 consumo e a0 mesmo tempo
observa-se um aumento dos agentes oxidantes (MDA e AOPP) estes nao
foram significativos se comparados ao basal.

Segundo Maurren e Moore (2004), o GSH é o antioxidante que funciona
como primeira linha de defesa contra a oxidagdo e que a vit. E é o segundo
antioxidante mais abundante, a funcionar como a segunda linha de defesa.
Este fato foi observado em nosso trabalho pelo aumento inicial de GSH no
momento M24 e o aumento posterior de vit E mais tardiamente (M48). Apesar
da diferenca significativa desses aumentos terem sido em momentos
diferentes, corroborando com a teoria de uma primeira e segunda linha de
defesa, notou-se que as duas moléculas antioxidantes ndo agem de forma
totalmente separada, de fato esse descrito por Ferreira e Carocho (2013), em
que relatam que apesar dos diferentes niveis de acdo, que os antioxidantes
acabam reagindo de forma sinérgica.
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Em trabalho realizado por Ferro et al. (2010), em que foi realizada
isquemia em cobaias com a utilizagdo de microclampe em ramo da artéria
mesentérica superior por periodo de 60 minutos seguida de reperfusédo por 30
minutos, avaliando o antioxidante catalase no tecido do ileo tanto na regido de
isquemia como em regido préxima nao sob isquemia, apresentou aumento
significativo deste antioxidante. Resultado este que se difere do presente
trabalho em que n&o apresentou diferenca significativa entre os valores dos
tecido que sofreram isquemia (baldo) e ndo isquemiados (porcao oral e aboral).
Esta diferenca encontrada pode ter sido ocasionada pela diferenca entre as
metodologias, sendo que no trabalho de Ferro et al. (2010) ocorreu obstrucao
total dos vasos, ja em nosso estudo acreditamos que a obstrucdo foi parcial,
além do segmento intestinal ser diferente.

Em trabalho realizado por Marafion et al. (2009) em que foi encontrado
diminuicdo significativa do GSH sendo esta maior na porcdo proximal em
comparacdo a distal e aumento dos lipideos peroxidados da mesma forma
estes tendo valores maior na regidao proximal em comparagdo a distal. No
entanto, esses resultados diferentes podem ser em decorréncia da metodologia
utilizada, em que se utilizaram cavalos diagnosticados com célica na regido de
intestino delgado, em que foi necesséria a realizacdo de tratamento cirargico
(entrerectomia e enteroanastomose). Portanto o segmento j4 se apresentava
desvitalizado e consequentemente com maior agravamento isquémico. Ja em
nosso trabalho, apesar de a serosa do coldn se apresentar macroscopicamente
com coloracdo congesta, observou-se que 50% dos animais com 72 horas
apos obstrucdo ja apresentavam o epitélio e a mucosa integros, demonstrando
gue nao seria necessario a realizacdo de enterectomia e enteroanastomose do
colén menor.

No presente trabalho a avaliacdo do célon menor em relacdo a perfusédo
sanguinea foi realizada macroscopicamente. Ja Faleiros et al. (2001), além da
avaliacdo macroscopica, também realizaram ultrassonografia doppler. Estes
autores realizaram obstrucdo dos vasos sanguineos do colon menor atraves da
utilizacdo de drenos de Penrose em trés regides, oral com 90 minutos de
isquemia e 180 minutos de reperfuséo, intermediaria com 180 minutos de

isquemia e 90 de reperfuséo e aboral grupo controle sem obstrugdo sanguinea,
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e constataram auséncia circulatoria no periodo de obstrucdo e logo apds a
desobstrucéo, confirmando a obstrucao total dos vasos sanguineos dos grupos
em que foi realizada a obstru¢cdo. Com relacdo a analise macroscopica apos 90
minutos de obstrucédo, foi observado congestdo com hemorragias multifocais e
coagulos de fibrina espalhados pela serosa. Apés 180 minutos de obstrucéo o
segmento ja se apresentava com coloragdo azulada e com aspecto gelatinoso.
Em ambas foi observado aumento de espessura da parede. Resultados
parecidos foram observados no presente trabalho em comparacdo com o grupo
em que foi realizada a obstrucdo por 90 minutos. Segundo Faleiros et al. (2001)
foi encontrado moderada infiltracdo de eosinofilos na mucosa e submucosa em
quase todas secc¢des, resultado este também encontrado no presente trabalho.
Em ambos os trabalhos foi encontrado infiltrado inflamatério composto por
neutréfilos na camada serosa no momento da desobstrugcdo e no ultimo
momento, no entanto também verificamos em M72 a presenca de macroéfagos.
Outro fato observado que difere do presente trabalho, foi a hemorragia
presente na regido da serosa encontrada em todos 0sS momentos apos
obstrucao, por Faleiros et al. (2001). Este fato foi observado somente em M72
no presente trabalho. O achado inflamatdrio neutrofilico e aumento de
permeabilidade em regido de serosa se justifica pelo fato de as moléculas de
EROs, xantino oxidase e o fator de agregacdo plaquetaria, realizarem a
quimiotaxia desses neutréfilos e subsequente infiltracdo para o tecido.
(MAURREN ; MOORE, 2004).

Em trabalho realizado por Teixeira (2011), no momento da desobstrugao
foi observado na regido da mucosa infiltrado linfoplasmocitéario e eosinofilico.
Na submucosa foi observado edema e congestao vascular e o edema também
estava presente na serosa. Estes resultados corroboram, pois as alteracfes de
serosa e submucosa foram semelhantes. A ocorréncia de edema da regido
submucosa também foi observado por Pagliosa et al. (2009), em que foi
realizado obstrucdo com a utilizacdo de dreno de Penrose sobre o jejuno de
equinos por um periodo de 2 horas com o mesmo tempo de reperfusao.
Segundo os autores esta foi causada pelo fato da obstrucéo ter sido parcial
(obstrucdo venosa) em que a manutencdo do fluxo arterial provoca um

aumento da pressao hidrostatica nas vénulas e extravasamento de liquido para
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o intersticio. Além do edema foi descrito a ocorréncia de hemorragia na regiao
da serosa logo apds a desobstrucdo. Esses resultados também foram
observados no presente trabalho, indicando que provavelmente promovemos
vascular obstrucédo parcial. Segundo Blikslager (2009), a obstrucdo venosa e
manutencdo do fluxo arterial além de provocar o edema, também provoca

lesdo hemorragica, concordando com nossos achados.



6. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos e na discussdo € possivel

concluir que:

1. A obstrucao intraluminar promovida pelo balédo foi capaz de
estimular respostas inflamatdrias e oxidativas transitorias;

2. As alteracbes histologicas associadas a elevacdo de
antioxidantes GSH e vitamina E indicam ocorréncia de
alteracd@o no equilibrio oxidativo e

3. A liberacdo de GSH e vitamina E modulou e impediu o

desenvolvimento de estresse oxidativo.
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