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ALONSO, J.M. Avaliacdo da reatividade peritoneal de equinos submetidos a
enterotomia de cdlon menor e tratados com heparina pela via subcuténea.
[Evaluation of peritoneal reactivity after small colon enterotomy in horses treated with
subcutaneous heparin] — Botucatu 2013. 121p. Dissertacdo (Mestrado em Medicina
Veterinéria)- Departamento de Cirurgia e Anestesiologia Veterinaria, Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista — UNESP.

RESUMO

As afecgBes do colon menor sdo causas frequentes de sindrome cdlica, sendo a
enterotomia rotineiramente empregada para a remocéo de fecalitos, enterélitos e corpos
estranhos. O trauma cirdrgico resulta em inflamacédo difusa e ocorréncia de peritonite
asséptica devido a manipulacdo e ao acesso cirargico. Objetivou-se estudar a
reatividade peritoneal apos a realizacdo de enterotomia e abrasdo do célon menor em
equinos tratados ou ndo com heparina sistémica. Foram utilizados dez equinos com
idade média de 9 £ 3,87anos e 358 + 30,28 Kg de massa corporal, divididos em dois
grupos de cinco animais, sendo um grupo o controle (GC) e o outro tratado (GT).
Ambos os grupos foram submetidos a laparotomia e enterotomia de c6lon menor
através da via paralombar direita em posicdo quadrupedal e receberam flunixin
meglumine, gentamicina e associacdo de penicilinas. Ao GT, acrescentou-se heparina
(150 UI/Kg SC, BID, 5 dias). Os animais foram avaliados quanto ao exame fisico;
hemograma; fibrinogénio; coagulograma; proteinas de fase aguda, séricas e peritoneais;
caracteristicas macroscopicas, fisico-quimicas e citoldgicas do liquido peritoneal;
concentracdes peritoneais do ativador e inibidor do plasminogénio tecidual e dimero D.
Para tanto, pradonizaram-se 0s seguintes momentos de avaliacdo: MO-prévio a
enterotomia; M1-12 horas; M2 - 1dia, M3- 2dias, M4- 4dias e M5- 6 dias; M6- 10 dias e
M7- 14 dias apds a enterotomia. Observou-se que a heparina resultou em anemia e
diminuicdo da contagem de plaquetas, aumento do tempo de tromboplastina parcial
ativada e aumento nas concentragdes séricas e peritoneais das proteinas de fase aguda,
entretanto diminuiu a formacdo de dimeros D, sugerindo diminui¢do da formacao de
coagulos de fibrina. Apos 15 dias da enterotomia, realizou-se o exame laparoscopico,
que ndo demonstrou diferenca na deposicdo de fibrina entre os grupos, entretanto
evidenciou uma discreta maior reatividade peritoneal difusa para os animais do grupo

tratado. A heparina na dose utilizada apresentou como efeito negativo o
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desenvolvimento de anemia, diminuigdo significativa do nimero de plaquetas e atuacdo
como agente pro-inflamatério, entretanto demonstrou reduzir a taxa de formacdo de
dimeros d ap0s a laparotomia, sugerindo menor deposicao de fibrina, fato diretamente
relacionado com a diminuicdo de complicacdes pds-operatorias como a formacdo de
aderéncias e estabelecimento de melhor progndstico. E necessaria a realizacio de
estudos que estabelecam uma dose que melhor equilibre a reducdo da deposicdo de

fibrina bem como seja capaz de minimizar a ocorréncia de efeitos adversos.

PALAVRAS CHAVE: fibrinolise, heparina, inflamacéo, laparoscopia, laparotomia.
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enterotomia de colon menor em equinos tratados com heparina] — Botucatu 2013. 121p.
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ABSTRACT

Small colon affections are frequent causes of abdominal pain, and enterotomy is
routinely employed for removal of fecalith, enteroliths and foreign bodies. Surgical
trauma results in diffuse inflammation and aseptic peritonitis occurrence due to
handling and surgical access. The aim of this study was to evaluate peritoneal reactivity
after small colon enterotomy and abrasion in horses treated or not with systemic
heparin. Were used ten horses with a mean age of 9 + 3.87 years and 358 + 30,28 body
weight, divided into two groups of five animals: one control group (CG) and the other
treated (TG). Both groups underwent laparotomy and small colon enterotomy via right
paralumbar flank in standing position and received flunixin meglumine, gentamicin and
penicillin association. TG received also heparin (150 1U / kg SC BID, 5 days). Animals
were evaluated for physiological parameters, hemogram, fibrinogen, coagulation
markers, serum and peritoneal acute phase proteins, peritoneal fluid macroscopic,
physico-chemical and cytological characteristics, peritoneal concentrations of tissue
plasminogen activator and inhibitor and d-dimer. Assessments were performed prior to
enterotomy-MO0, M1-12 hours after enterotomy; M2 - 1 day, M3 - 2days; M4 - 4days;
M5 - 6 days; M6-10 days and M7 - 14 days after the enterotomy. Heparin resulted in
anemia and decreased platelet counts, increased in partial thromboplastin activated time
and increased serum and peritoneal acute phase proteins, however, resulted in
decreased formation of fibrin clots and d dimer formation. After 15 days of enterotomy,
laparoscopic examination showed no difference in fibrin deposition between the groups,
and a slight diffuse peritoneal reactivity higher to treated group. So, heparin showed as
negative effect the development of anemia, significant decrease in platelet count and
acting as a proinflammatory agent, however shown to reduce fibrin deposition and
formation rate of d dimers after laparotomy, this fact is directly related to complications

decrease, such as postoperative adhesion formation and establishment of better
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prognosis. It is necessary studies that establish a better dose balance, that reduces fibrin

deposition and minimize the occurrence of adverse effects.

KEY WORDS: fibrinolysis, inflammation, laparoscopy, laparotomy, ultrasonograph.
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1. INTRODUCAO

A sindrome cdlica e responsavel por 20% dos internamentos hospitalares em
equinos, sendo considerada a maior causa de Obito nessa espécie. Apesar dos avangos
em relacdo aos métodos de diagnostico, as técnicas anestésicas e cirlrgicas e ao
acompanhamento intensivo no pos-operatério, a mortalidade permanece elevada
(DIFILIPPO, et al. 2009).

Dentre as causas de sindrome cdlica, as afec¢des do colon menor perfazem 3 a 18 %
dos casos (WHITE, 2009). A maioria das afec¢des que acometem o colon menor requer
intervencdo cirdrgica (MONTELLO, et al 2004), sendo as enterotomias rotineiramente
realizadas para remocdo de enterolitos, corpos estranhos e material alimentar
compactado (DUARTE, et al 2002).

O trauma cirargico resulta em inflamacdo peritoneal. A resposta genérica do
peritdnio a estimulos de carater inflamatério, de génese infecciosa ou ndo, €
denominada peritonite, e envolve, inicialmente, a liberacdo de substancias vasoativas
que induzem vasodilatacdo seguida por transudacdo, com perda vascular de proteina e
estimulo quimiotaxico para a migracdo de leucocitos para a cavidade abdominal
(TRENT, 1995).

Sabe-se que ap6s o trauma cirurgico, a ocorréncia da inflamacdo peritoneal se da
concomitantemente ao processo de coagulacdo com intuito reparatério tecidual. A
trombina é a principal ligacdo entre o sistema de coagulacdo e inflamagdo, visto que a é
a enzima responsavel pela clivagem do fibrinogénio soltvel circulante em coégulo
insolivel de fibrina (MITCHELL, et al., 2005). O processo de coagulacdo é
contrabalanceado pelo sistema fibrinolitico, em que o ativador do plasminogénio
(secretado pelas células mesoteliais, leucocitos e tecidos) atua clivando o
plasminogénio, proteina plasmatica que se liga ao coagulo de fibrina para gerar a
plasmina, protease que atua na lise da fibrina (MITCHELL, et al., 2005;
HOLMDAHL et al, 1997a; IVARSSON et al, 2001).

Na decorréncia do trauma cirdrgico, isquemia, hemorragia, infeccdo e reacdes a
corpos estranhos como talco de luvas e fios de sutura, pode haver uma intensidade de
estimulo inflamatorio ou manutencdo do mesmo, que propicia o desbalango entre a lise
e a formacdo de fibrina, podendo o processo reparatério desencadear a formacdo de

aderéncias fibrinosas que, posteriormente, dardo origem as aderéncias fibrosas



Introducéo 22

abdominais propriamente ditas (CHEONG, et al.,2001; IMUDIA et al, 2008; WARD &
PANITCH, 2011).

Neste sentido, a utilizacdo de farmacos anticoagulantes com objetivo de prevenir
a formacdo de coagulos de fibrina possivelmente inibe a formacdo de aderéncias
(EGGLESTON & MUELLER, 2003; WARD & PANITCH, 2011). A heparina € um
proteoglicano acido sulfatado com peso molecular varidvel, que possui uma pequena
fracdo responsavel pelo efeito anticoagulante principal. Ela se liga a antitrombina I1I,
que por sua vez € um inibidor lento da trombina, plasmina e fatores de coagulacdo. A
heparina catalisa a reacdo de inibicdo realizada pela antitrombina Il (BORGHESAN,
2010), estimulando o ativador do plasminogénio tecidual (tPA) e aumentando a ativagédo
do plasminogénio, que resulta em fibrindlise (ANDRADE & STRICKLAND, 1986;
MOORE & HINCHCLIFF, 1994).

Propde-se avaliar o efeito da heparina sobre a reatividade peritoneal ap6s a
laparotomia e enterotomia de célon menor, visto que tal farmaco é rotineiramente
empregado no pds-operatorio de cirurgias abdominais como estratégia profilatica para
inibicdo da formacdo de aderéncias sem a existéncia de resultados consistentes de sua
efetividade (CLAUNCH & MUELLER, 2012).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Morfologia peritoneal

A membrana serosa peritoneal é embriologicamente derivada de células
mesoteliais que se encontram ancoradas em uma membrana basal, e cuja camada
submesotelial consiste de matriz extracelular (MEC), formada por colageno,
glicoproteinas, glicosaminoglicanos e proteoglicanos. As células mesoteliais sdo
sensiveis a traumas minimos e possuem habilidade em secretar IL-1 e 6, TNF-a, TGF-p,
além de contribuir com o processo fibrinolitico através da secrecdo de ativadores do
plasminogénio tecidual (tPA) e inibidores do ativador do plasminogénio tecidual (PAI)
(CHEONG et al., 2001).

Na cavidade abdominal, a serosa que reveste 0s 6rgdos é denominada peritonio
visceral e estd em continuidade com o mesentério e com o peritdnio parietal, que é a
membrana serosa que reveste a parede da cavidade abdominal (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2004).

O suprimento sanguineo do peritdnio visceral é fornecido pela artéria
mesentérica cranial, e o do peritbnio parietal, pelas artérias que irrigam a parede
abdominal, sendo que a drenagem circulatoria de ambos é realizada pela veia porta e
pelo ducto linfatico (LUNA, 1994). O peritonio parietal é inervado por ramos do nervo
espinhal e o peritonio visceral € inervado pelo sistema nervoso simpatico, reagindo a

estimulos causados por distensédo, tenséo, isquemia e inflamacdo (BOWMAN, 1990).

2.2 Resposta peritoneal ao trauma cirurgico

A resposta genérica do peritdnio a estimulos de carater inflamatério, de génese
infecciosa ou ndo, é denominada peritonite e envolve, inicialmente, liberacdo de
substancias vasoativas que induzem vasodilatacdo seguida por transudacdo e perda
vascular de proteina, estimulo quimiotéxico para a migracdo de leucécitos, macrofagos
e ,ainda, perda potencial de hemacias para a cavidade peritoneal (TRENT, 1995).

A peritonite é definida como a inflamacdo da membrana peritoneal e pode
ocorrer em resposta a uma variedade de estimulos, tanto infecciosos (bactérias, virus,
fungos e parasitas), quanto nao infecciosos (traumas cirdrgicos, agentes quimicos e
neoplasias). Independentemente da causa, a inflamacéo do peritbnio provoca sensiveis
alteragBes no exame do fluido peritoneal e no hemograma (TRENT, 1995). E

caracterizada por hiperemia, exsudacao, supuracao, atividade fagocitaria e deposicao de
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fibrina na superficie peritoneal associada ao aumento da permeabilidade a toxinas e
efuséo peritoneal (HILLYER & WRIGHT, 1997). Pode ser classificada de acordo com
sua origem (primaria ou secundaria), grau de envolvimento peritoneal (localizada ou
difusa), presenca de bactéria (séptica ou asséptica), severidade e duracdo dos sinais
(aguda ou crénica) ou por uma combinagdo desses (BOWMAN, 1990; MAIR et al,,
1990; HILLYER & WRIGHT, 1997).

A peritonite pds operatoria, na auséncia de contaminagdo, é classificada como
asséptica e difusa, induzida pela manipulacédo e acesso cirdrgico. O periténio inflamado
apresenta permeabilidade aumentada, o que resulta no aumento do volume do fluido
peritoneal e da concentracdo de proteinas. A liberagdo local de substancias
quimiotaxicas promove a migracao de leucocitos para a cavidade peritoneal (TRENT,
1995).

Apos a lesdo tecidual, a resposta vascular ao trauma é a vasoconstricdo breve,
seguida da liberagdo de histamina e prostaglandina E, (PGE;), que resulta em
vasodilatacdo local e influxo de células que modificam o ambiente, proporcionando a
atracdo de fatores inflamatdrios e pro-coagulantes direcionados através da vasculatura
local e do liquido peritoneal. Neste exsudato inflamatério estdo presentes as plaquetas,
que se aderem ao leito da lesdo e sofrem degranulacdo de seus corpusculos alfa, assim
liberando o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e TGF-B; e de
corpusculos densos, que liberam epinefrina e serotonina, contribuindo para a liberacédo
de prostaglandinas e leucotrienos (BOLAND & WEIGEL, 2006; ERGUL &
KORUKLUOGLU, 2008).

A liberacdo local de citocinas estimula a migracdo celular ao leito da leséo,
enguanto que a agregacao plaquetaria contribui para a ativacdo da cascata da coagulacédo
e formacdo do coagulo inicial de fibrina, iniciando o processo de coagulacdo. A
deposicao de fibrina atua como uma matriz provisoria sinalizando moléculas e células
inflamatorias, sendo temporariamente uma ponte de unido entre os tecidos (BOLAND
& WEIGEL, 2006).

O sistema de coagulacdo e a inflamacdo estdo intimamente relacionados. O
sistema de coagulacdo esta dividido em duas vias que convergem para uma via comum,
culminando na ativagdo da trombina e na formagdo de fibrina. A via intrinseca é
composta de diversas proteinas que podem ser ativadas pelo fator de Hageman (XII) na
presenca de dano da membrana basal e exposi¢do do coldgeno, resultando no estimulo

das demais vias da coagulacéo através da ativacdo de diversas proteinas, dentre elas, a



Revisao de Literatura 25

pro-trombina (fator Il), precursora da trombina (fator lla). A trombina é a principal
ligagdo entre o sistema de coagulagdo e inflamacdo, visto que a é a enzima responsavel
pela clivagem do fibrinogénio sollvel circulante em coagulo insoltvel de fibrina
(MITCHELL, et al., 2005).

Ao mesmo tempo em que o fator XII estimula a formagdo do codgulo, ativa
também o sistema fibrinolitico, principal modulador da formacdo de aderéncias, que
contrabalanca a coagulacdo através da clivagem da fibrina (figura 1). O ativador do
plasminogénio (secretado pelas células mesoteliais, leucocitos e tecidos) atua clivando o
plasminogénio, proteina plasmatica que se liga ao coagulo de fibrina para gerar a
plasmina, protease que atua na lise da fibrina, transformando-a em produtos de
degradacéo da fibrina (PDF). A fibrindlise é regulada pelos inibidores do plasminogénio
tecidual do tipo 1 (PAI-1) e do tipo 2 (PAI-2), que sdo estimulados na presenca de
trauma, infeccdo, ou endotoxina (MITCHELL, et al., 2005; (HOLMDAHL, et al,
1997a; IVARSSON et al, 2001; CALDWELL &MUELLER, 2010).

A plasmina atua também na ativacdo da cascata do sistema complemento,
estimulando a liberacdo de cininas que atuam no aumento da permeabilidade vascular,
permitindo o influxo de mais células inflamatdrias a cavidade abdominal apds o trauma
cirargico (MITCHELL et al., 2005).

. Fator Xl (Fator de Hageman)

& basal, plaquetas ativadas
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| !
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lia il

J, Fator Xl J_. Xla

Calicreina «—— Pré-calicreina
\ - Fatc:r:'{Al_,){a
Sistema
fanmiuce Protrombing Al_. Trombina

Calicreina Fatar Il Il

l Colageno, membrana

Plasminogénio Plasmina »Fibrina < Fibrinogenio
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FIGURA 1- Interacdo entre a resposta inflamatdria peritoneal, o sistema de coagulagéo
e de fibrinolise.
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As células recrutadas nas primeiras 12-24 horas sdo as polimorfonucleares
(PMNSs), predominantemente neutréfilos. Com a evolugdo do processo inflamatorio,
apos 24 horas, o exsudato torna-se predominantemente dominado por macréfagos,
células que atuam no debridamento e fagocitose de patégenos e no direcionamento do
processo de cicatrizacdo através da liberacdo de cicloxigenases, lipoxigenases,
ativadores de plasminogénio, inibidores dos ativadores do plasminogénio, colagenase,
IL-1 e IL-6, fator de necrose tumoral, leucotrienos e prostaglandinas, além de atuar
sobre as células mesoteliais, endoteliais e fibroblastos. Aproximadamente no terceiro
dia, as células mesoteliais e fibroblastos comegcam a recobrir os macréfagos na area de
injuria tecidual; os macrdfagos se infiltram na area afetada fazendo com que a &rea da
lesdo regrida, sendo reestabelecida e recoberta por uma camada continua de células
mesoteliais em sete a dez dias (DIZEREGA, 1990; BOLAND & WEIGEL, 2006;
ERGUL & KORUKLUOGLU, 2008; MACIVER et al, 2011).

A deposi¢do de MEC ocorre simultaneamente & migracéo e proliferacdo celular,
¢ mediada por fibroblastos e, possivelmente, direcionada por macréfagos. A
constituicdo da MEC é resultante da interagdo de fatores de crescimento (TGF-B, EGF,
IGF, FGF e VEGF) e moléculas bioativas. O fator de transformacdo do crescimento
(TGF-B) ¢é produzido localmente e esta intimamente ligado a quimiotaxia de neutrofilos,
células T, mondcitos, fibroblastos e inducdo da producdo de diversas proteinas
constituintes da MEC como a fibronectina, glicosaminoglicanos (GAGSs) e colageno,
além de inibir a degradacdo da MEC através da alteracdo da taxa de proteases e
inibidores de proteases (BOLAND & WEIGEL, 2006).

Nos casos onde a cicatrizacdo peritoneal ndo ocorre normalmente, as células
mesoteliais, fibroblastos e macréfagos peritoneais sinalizam a deposicdo de matriz
extracelular excessiva. Os fibroblastos e miofibroblastos secretam grande quantidade
dos componentes da MEC como fibronectina, &cido hialurénico, glicosaminoglicanos e
proteoglicanos, estabelecendo a formacdo de uma ponte fibrosa entre os tecidos. A
vascularizagdo, deposicdo de colédgeno e a lenta reabsorcdo da &gua fortalece a ponte
formada, conferindo maior tenséo e dando origem as aderéncias abdominais (BOLAND
& WEIGEL, 2006; WARD & PANITCH, 2011).

A fibrindlise ocorre de maneira variada entre as espécies (PUGATCH &
POOLE, 1969). Em equinos existem poucos estudos realizados a fim de se acessar a
atividade fibrinolitica no liquido peritoneal. Os equinos, quando comparados aos

humanos, possuem niveis aumentados de proteinas inibidoras da coagulacdo
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(antitrombina e proteina C) e de componentes fibrinoliticos (plasminogénio e produtos
de degradacédo da fibrina/fibrinogénio - PDFs) apds cirurgias abdominais (DELGADO
et al., 2009).

Artiplasmina42 Antiplasmina-a2 | Complexo de plasmina
N’\\
NS A
Inibidor do ativador .
do plasminogénio “
2 a \
\\\ Plasmina fvre o o
— Produtosds” >~ -
Trombina Fator d A?\_ ‘ Rede de degradaghoda .
ativador do ~ fbrina fibrina =
plasminogénio
pPAle /
| Urokinasi 7% 2 —— — ~
/ o~ Vg

Ptumﬁogmo Pw"-i'm Plasmina Endotelic
© Eisevier 2005 (MITCHELL, 2005)
FIGURA 2 - Esquema demonstrativo da fibrinolise no processo de reparacédo peritoneal.
Sendo o estimulo inflamatdrio peritoneal o desencadeador da ativacdo ou inibi¢do do
plasminogénio tecidual. O fator ativador do plasminogénio atua clivando o
plasminogénio em plasmina que por sua vez degrada o coagulo de fibrina, produzindo

seus produtos de degradacao.

Se a fibrindlise local é adequada, as aderéncias fibrinosas sdo lisadas. Entretanto,
se a fibrindlise é insuficiente, as aderéncias de fibrina sdo perpetuadas e infiltradas com
fibroblastos e capilares, dando origem a aderéncias fibrosas (CALDWELL &
MUELLER, 2010).

2.3 Heparina: mecanismo de acéo e utilizacdo apés laparotomia

Os farmacos mais comumente utilizados no pos-operatério de cirurgias
abdominais sdo os anti-inflamatorios esteroidais ou ndo esteroidais, antibioticos e
agentes anticoagulantes (EGGLESTON & MUELLER, 2003; CLAUNCH &
MUELLER, 2012). A utilizacdo de antibioticos de amplo espectro, anti-inflamatdrios e
dimetilsulfoxido (DMSO) diminuem a inflamacédo e a carga bacteriana, resultando em
diminuicdo da reatividade peritoneal pos-operatéria (BAXTER, 1991; EGGLESTON &
MUELLER, 2003; SULLINS et al., 2004; CLAUNCH & MUELLER, 2012).

Os farmacos anticoagulantes sdo utilizados com o objetivo de prevenir a

formacdo de coagulos de fibrina e consequentemente, inibir a formacdo de aderéncias
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(EGGLESTON & MUELLER, 2003; WARD & PANITCH, 2011). A heparina
representa um dos mais antigos anticoagulantes conhecidos. Em 1916, um estudante de
medicina chamado McLean, ao investigar a natureza dos pré-coagulantes sollveis em
éter, descobriu um anti-coagulante fosfolipidico, posteriormente nomeado por Howell
,em 1922, de heparina devido a sua abundancia no tecido hepatico (MAJERUS, 2006).

A heparina é um glicosaminoglicano encontrado nas granulacGes secretoras dos
mastocitos. Contém cerca de 10-15 cadeias de glicosaminoglicanos, cada uma com 200
a 300 unidades monossacaridicas, constituindo-se em um proteoglicano de 700 a 1000
kDa. E comumente extraida da mucosa intestinal suina e do pulmé&o bovino, e apesar da
heterogenicidade da composicdo das diferentes preparacfes comerciais, suas atividades
bioldgicas sdo semelhantes (MAJERUS, 2006).

A farmacocinética da heparina ndo é totalmente elucidada. A heparina pode ser
administrada pela via intravenosa ou subcutanea, sendo que por via intravenosa tem
acao imediata, enquanto por via subcutanea, inicia seu efeito em 1-2 horas. A meia vida
da heparina no plasma depende da dose administrada.

Em 1939, foi descoberto que o efeito anticoagulante da heparina era mediado
por um componente enddgeno do plasma, denominado co-fator da heparina. Trinta anos
depois, a antitrombina Il foi purificada do plasma e demonstrou apresentar atividade de
co-fator da heparina. A antitrombina inibe rapidamente a trombina na presenca da
heparina, é sintetizada no figado e circula no plasma, inibindo os fatores de coagulacédo
das vias comuns e intrinseca, inclusive a trombina, os fatores Xa, 1Xa, Xla, Xlla e
calicreina (MAJERUS, 2006).

Uma pequena fracdo da molécula de heparina é responsavel pelo efeito
anticoagulante principal. Ela se liga a antitrombina 111, que, por sua vez, € um inibidor
lento da trombina, plasmina e de fatores de coagulacdo. A heparina catalisa em pelo
menos mil vezes a reacdo de inibicdo realizada pela antitrombina Ill, estimulando o
ativador do plasminogénio tecidual (tPA) e aumentando a ativagdo do plasminogénio,
que resulta em fibrindlise. Promove ainda uma alteracdo conformacional na
antitrombina, que torna o sitio reativo mais acessivel a protease (ANDRADE &
STRICKLAND, 1986; MOORE & HINCHCLIFF, 1994; MAJERUS, 2006).

Quando a concentracdo da heparina no plasma e de 0,1 a 1 U/mL, a trombina, o
fator 1Xa e o fator Xa s@o rapidamente inibidos pela antitrombina (meia vida inferior a
0,1 segundos). Este efeito resulta no prolongamento do TTPa e no tempo de trombina,

ou seja, 0 tempo necessario para o plasma coagular quando acrescentada trombina
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exogena. O tempo de protrombina é afetado em escala menor. O fator Xa ligado a
plaquetas no complexo de protrombinase e a trombina ligada a fibrina s&o protegidos da
inibicdo antitrombina em presenca de heparina (MAJERUS, 2006).

Na presenca de concentracdes elevadas de heparina, a trombina € inibida pelo
co-fator 1l da heparina. Além disso, a heparina estimula a inibigdo da trombina pelo
inibidor 1 do plasminogénio tecidual (PAI-1) e pelo inibidor da proteina C (MAJERUS,
2006).

Além da sua ligacdo de alta afinidade pela antitrombina I1l, a heparina, devido a
sua natureza anibnica, é capaz de se ligar a diversas proteinas plasmaéticas, incluindo
fatores de crescimento, proteinas da matriz extracelular e mediadores da resposta imune
(YOUNG, 2008; ARIMATEIA, 2011). A heparina pode afetar a resposta imune tanto
com acdo anti-inflamatéria como pré-inflamatoria, sendo referida como um
imunomodulador pleiotropico, ou seja, capaz de atuar na inflamacdo de variadas
maneiras (ARIMATEIA, 2011).

Os efeitos anti-inflamatorios da heparina estdo relacionados com a sua atuacao
sobre os neutréfilos e o endotélio vascular, resultando em menor migracdo leucocitaria
para o foco inflamatorio. J& os efeitos pré-inflamatério ndo sdo bem esclarecidos, porém
sabe-se que a heparina aumenta a expressao de citocinas diretamente relacionadas ao
processo inflamatério (TNF-a e IL-1 B) e estas, por sua vez, influenciam na indugao de
moléculas de adesdo, na producdo de quimiocinas pelas células endoteliais e
macrdfagos, e no estimulo a sintese de PFA no figado (ARIMATEIA, 2011).

A infiltracdo neutrofilica € um dos componentes criticos na resposta inflamatoria
durante a peritonite. Estudos com heparina tém demonstrado sucesso na inibicdo da
migracdo leucocitaria nas primeiras 2-3 horas da inflamacdo (ARIMATEIA, 2011).
BRITO, et AL (2008) relatam diminuicdo de 80% da migracdo leucocitaria apés
tratamento com heparina em ratos, na dose de 5ug/Kg de animal.

N&o ha um consenso na literatura indicando que a utilizacdo da heparina
promova uma inibi¢do da formacdo de aderéncias (CLAUNCH & MUELLER, 2012),
porém PARKER et al. (1987) utilizaram a heparina em pdneis submetidos a aderéncias
experimentalmente induzidas e observaram significante diminuicdo da formacdo de
aderéncias quando utilizada a dose de 40 UI/Kg a cada 12 horas, durante 48 horas.
YOUNG et al. (1989) avaliaram o efeito da utilizacdo da heparina de baixo peso

molecular na dose de 66 UI/KG a cada 12 horas durante 5 dias, em reduzir as
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complicagBes poOs operatdrias e na taxa de sobrevivéncia de equinos submetidos a
laparotomia, ndo sendo observado efeito favoravel da utilizacdo da mesma.

Em ratos, alguns autores utilizam a heparina isoladamente (KUTLAY et al.,
2004; BAHADIR et al., 2007; KEMENT et al., 2011) ou associada a outras terapias
profilaticas (KUTLAY et al., 2004; AYSAN et al., 2010), obtendo resultados
favoraveis. Porém, ha autores que utilizaram o tratamento em ratos (KAPTANOGLU et
al., 2008) ou humanos (JANSEN, 1998; OPITIZ et al., 2003; WATSON et al., 2000) e
ndo obtiveram inibicdo da formacao de aderéncias.

A dose recomendada e a via de administracdo da heparina se mantém
controversa. A dose sistémica descrita varia de 20 a 150 Ul/ Kg a cada 6-12 horas
durante 2-5 dias (GERHARDS & KIETZMAN, 1988; GERHARDS, 1991; MOORE&
HINCHCLIFF, 1994; FEIGE, 2003; EGGLESTON & MUELLER, 2003). A
administragdo intraperitoneal da heparina tem demonstrado reduzir a formagédo de
aderéncias em ratos. Apesar de ndo haver estudos em equinos, a aplica¢do de 30.000 Ul
de heparina diluida em solucdo fisiologica é rotineiramente utilizada nesta espécie e
informalmente descrita como eficaz (EGGLESTON & MUELLER, 2003).

ApoGs terapia prolongada com a heparina, podem haver complicagdes como
anemia, hemorragia, trombocitopenia e sensibilidade dolorosa no local da aplicagéo
(MAHAFFEY & MOORE, 1986; MOORE & HINCHCLIFF 1994). Associada a estas
complicacdes esta o fato de a heparina apresentar aumento crescente na concentracdo
sérica com o tratamento em equinos, sendo recomendado por MOORE &
HINCHCLIFF (1994) que se realize uma diminuicdo progressiva da dosagem de 150
UI/Kg para 125UI apos trés dias de tratamento e para 100 Ul/kg apds o sétimo dia de

tratamento.

2.4 Métodos de analise da reatividade peritoneal

2.4.1 Exames laboratoriais
Os resultados do hemograma, isoladamente, sdo inespecificos, mas sua
combinagdo com outros exames laboratoriais auxiliam na caracterizagdo da natureza do
distdrbio e na elaboracdo do prognostico, considerando-se o estado de hidratacdo, o tipo
e a duracdo do processo inflamatério (FAGLIARI & SILVA, 2002).
Devido ao trauma cirdrgico e a ocorréncia de peritonite, pode- se observar, nos

estagios iniciais, leucopenia devido a efusdo celular para a cavidade abdominal e,
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posteriormente, leucocitose (HODGSON &ROSE 1993; MENDES, 2000). Dentre os
exames laboratoriais considerados indicadores de progndstico para abdémen agudo de
equinos, destacam-se as contagens de polimorfonucleares e de bastonetes (FAGLIARI
et al. 2008).

Nos casos de inflamacg&o severa, 0 sequestro protéico para a cavidade abdominal
pode desencadear hipoproteinemia e desidratacdo. Outros achados laboratoriais incluem
linfocitose e monocitose. (MENDES, et al, 2000).

Os estagios iniciais da reacdo inflamatoria incluem alteracfes denominadas
resposta de fase aguda (FAGLIARI, et al 2008), que proporcionam respostas
sistémicas, como febre e leucocitose, e favorecem a liberacdo de citocinas que atuam
como mensageiros entre o local da lesdo e os hepatdcitos para a sintese das proteinas de
fase aguda (PETERSEN, et al, 2004).

A quantificacdo das proteinas de fase aguda (PFA) pode possibilitar o acesso a
estados infecciosos, inflamatérios e trauma nos animais (ECKERSALL, 2008). Essas
proteinas atuam restaurando a homeostase e limitando o crescimento bacteriano
(MURATA, et al, 2004).

A resposta de fase aguda é parte de um mecanismo de defesa a lesdo
(PETERSEN, et al, 2004). Apds intervencdes cirurgicas, as concentragdes das PFA
modificam-se dramaticamente (PETERSEN, et al, 2004; JACOBSEN, et al, 2009) e
podem ser classificadas de acordo com a sua magnitude, sendo divididas em proteinas
maiores, moderadas e menores (ECKERSALL, 2008). As proteinas maiores sao
encontradas em niveis plasmaticos menores que 0,1 pg/dL, porém, apés estimulo, seja
ele inflamatorio ou infeccioso, estas alcangam niveis 100-1000 vezes maiores em 24-48
horas: ja as proteinas moderadas estdo presentes no plasma do animal higido e
aumentam 5-10 vezes com estimulo em 2-3 dias e diminuem mais lentamente. As
proteinas menores aumentam cerca de 50-100% (ECKERSALL, 2008).

Sdo consideradas positivas as proteinas que aumentam apos a lesdo, como a
haptoglobina (Hp), proteina c reativa (PCR) e o amiloide sérico A (ASA): e negativas ,
as que diminuem, como a albumina (PETERSEN, et al, 2004).

Devido a relativa meia vida sérica curta e a alta resposta em animais doentes, as
proteinas de fase aguda constituem um importante indicador de mensuracgao da resposta
sisttmica e de extensdo da afeccdo. De acordo com a magnitude e duracdo da resposta
de fase aguda, pode-se avaliar a severidade da leséo (ECKERSALL, 2008; FAGLIARI,
et al, 2008).
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Como a concentracdo plasmatica das proteinas de fase aguda é diretamente
proporcional ao grau de lesdo tecidual e/ou de inflamacéo (KENT & GOODALL, 1991;
FAGLIARI, et al, 2008), espera-se que animais portadores de complicacGes pds-
operatorias apresentem maior teor protéico.

O fibrinogénio é a proteina plasmatica mais frequentemente analisada, porém,
ndo é a principal proteina de fase aguda dos animais (GODSON, et al., 1996;
ECKERSALL, et al, 2008). O fibrinogénio € uma proteina produzida pelos hepatocitos,
possui meia vida de 2-3 dias e € consumido durante a coagulacdo a medida que é
convertido em fibrina pela trombina (LOPES, et al. 2007). A concentragdo do
fibrinogénio plasmatico é um indicador ndo especifico de diagndstico e progndstico de
processos inflamatorios em equinos, sendo que elevacBes sdo expressdes sensiveis da
ocorréncia de agressao tecidual e podem revelar alteracbes dissociadas de participacédo
infecciosa (CAMPBELL, et al, 1981).

Diversos estudos tém incluido variaveis hemostaticas para acessar o progndéstico
de animais com colica, sendo estas frequentemente descritas como variaveis preditivas
das taxas de recuperacdo e sobrevida (CESARINI, et al, 2010). Os testes comumente
utilizados para avaliacdo da resposta hemostatica sdo a contagem de plaquetas, tempo
de protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa), fibrinogénio,
fibrina e seus produtos de degradacdo (CESARINI, et al, 2010).

O tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) ou tempo de cefalina é o
tempo que o plasma leva para formar coagulo de fibrina ap6s a mistura com cefalina
(tromboplastina parcial), caolim (ativa fator XII) e célcio. A cefalina é um substituto do
fator plaquetario. Avalia o sistema intrinseco e comum da cascata da coagulacdo. Os
valores normais de TTPa para equinos estdo entre 21 e 45 segundos (LOPES, et al,
2007; PARRY, 2009).

O tempo de protrombina (TP) avalia o sistema extrinseco e comum através da
adicdo de um fator tecidual, estimulando a coagulacdo pela via extrinseca. Os
procedimentos com a amostra sdo semelhantes aos do TTPa, em que adiciona-se
tromboplastina tecidual (fator tecidual extrinseco) e recalcifica-se a amostra,
cronometrando o tempo até a formacédo do coagulo de fibrina. Os valores normais de TP
para equinos estdo entre 8,2 e 11,5 segundos (LOPES, et al, 2007; PARRY, 2009).

Pode-se ainda utilizar um marcador de acesso da atividade fibrinolitica e da

coagulagdo, o dimero D, um fragmento liberado exclusivamente pela lise da fibrina pela
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plasmina, correlacionando-se sericamente com a destruicdo da fibrina apos estados de
hipercoagulabilidade e hiperfibrinogénese.

A determinacdo das concentracdes plasmaticas de dimero D é considerada o
teste mais sensitivo para diagndstico de doencas tromboembdlicas e CID em humanos, e
também se enquadra como um bom preditor de mortalidade. Em equinos, tem-se
demonstrado uma ferramenta para a detecgdo de estados de hipercoagulabilidade em
animais com cdlica, e concentracbes marcantemente elevadas sdo encontradas em
equinos com desordens gastrointestinais associadas a isquemia e inflamacao,
especialmente em animais com peritonite (STOKOL, et al, 2005; CESARINI, et al,
2010).

Poucos estudos foram desenvolvidos no liquido peritoneal, sendo a maioria em
humanos e poucos em modelos animais. Delgado et al (2009) avaliaram a concentracao
de dimeros D no liquido peritoneal de equinos com célica e observou que a anélise de
suas concentracfes é Util no acesso da atividade fibrinolitica e que equinos com
desordens gastro intestinais severas apresentam marcante hiperfibrindlise relacionada ao
aumento na formacéo e degradacéo de fibrina (DELGADO, et al, 2009).

Para analise do dimero D, utilizam-se anticorpos contra os produtos de
degradacdo da fibrina humana. Estes estdo disponiveis em kits comerciais de ELISA,
imunofiltracdo (IF), imunoturbidometria e aglutinacdo em latex, recebendo este Gltimo
destaque em relacdo aos demais, devido a sua disponibilidade, facilidade de uso, rapido
resultado e sensibilidade do teste (STOKOL, et al, 2005).

O padrdo de normalidade para o plasma de equinos, determinado através de
ELISA, é de 1000ng/mL (STOKOL, et al, 2005).Segundo DELGADO et al. (2009) , os
valores de dimero D obtido através de aglutinacdo em latex no liquido peritoneal de
equinos ndo afetados por afec¢bes GI variam de 4.0- 88.0 ng/mL.

H& muito tempo é reconhecida a importancia da paracentese e avaliacdo do
fluido peritoneal (HODGSON & ROSE 1993), sendo apontada como exame de escolha
para a investigacdo de afeccOes peritoneais apresentando facilidade de execucéo,
seguranca e riqueza de informagdes (TULLENERS, 1983).

A obtencdo do liquido peritoneal por meio da paracentese abdominal,
considerada uma préatica facil, segura para o animal e de baixo custo, é o teste
laboratorial mais esclarecedor para auxiliar na classificacdo do tipo de doenga e também
para determinar a severidade da lesdo abdominal (TULLENERS, 1983), tornando a

analise de liquido peritoneal um exame importante e util ndo so para o diagnostico, mas
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também para o prognostico e direcionamento da conduta clinica em equinos (MESSER,
1995; NEVES, et al, 2000).

O liquido peritoneal normal apresenta-se: inodoro, incolor limpido, sem
coagulacao, com densidade inferior a 1019, pH alcalino, proteina inferior a 1,6 g/dL e
fibrinogénio inferior a 50 mg/dL (THOMASSIAN, 2005).

Para a citologia, sdo descritos como valores de referéncia para equinos sem raga
definida contagem total de leucécitos < 3567 + 3280/ mm® e diferencial de leucdcitos:
neutrdfilos < 1841 + 831, linfocitos < 375 + 21,4; basofilos < 4 + 12; eosinofilos <107 £
303; mononucleares < 1206 + 902 (NEVES, et al,, 2000).

A classificacdo das efusdes peritoneais incluem transudato (proteina e contagem
de células nucleadas normais), transudato modificado (proteina elevada com contagem
total de células nucleadas normal) e exsudato (proteina e contagem de células elevadas)
(VAN HOOGMOED, et al, 1999).

A contagem leucocitaria peritoneal ap6s a laparotomia pode ser superior a
150.000/uL e, se realizada a enterotomia, estes valores possivelmente se apresentardo
maiores. No pos-operatério, a contagem continua a declinar e volta a niveis normais
apos 5-7 dias. A auséncia de diminuicdo da contagem sugere peritonite resultante de
uma complicacdo po6s-operatéria (MURRAY, 2000).

2.4.2 Exame ultrassonografico

O exame ultrassonografico pode ser utilizado como modalidade de diagnéstico
de alteragdes agudas e crbnicas gastrointestinais (DESROCHERS, 2005). Na presenca
de peritonite, observa-se aumento no volume e ecogenicidade do fluido peritoneal
devido ao aumento da celularidade. A caracterizacdo do liquido peritoneal pode ser
realizada na regido ventral do abdémen com transdutor de 6-10 MHz. Na presenca de
grande quantidade de liquido, pode se utilizar um transdutor de 5 MHz ou de frequéncia
inferior.

O liquido peritoneal pode ser avaliado quanto a quantidade, ecogenicidade,
homogeneidade, floculacdo e a presenca de fibrina. Na presenca de peritonite séptica,
podem- se encontrar abscessos ou areas desvitalizadas, hipomotilidade ou atonia
intestinal e espessamento de parede abdominal decorrente da inflamagdo peritoneal,
caso haja ruptura visceral, observa-se gas livre na cavidade abdominal (REEF, et al,
2004; DESROCHERS, 2005). No hemoperitdnio, observa-se liquido homogéneo,
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hipoecdico a ecogénico e celular, podendo evoluir para codgulos hiperecoicos (REEF, et
al, 2004; DESROCHERS, 2005).

Para localizacdo do colon menor, utiliza-se como referéncia o rim esquerdo e 0
baco, estando o célon menor localizado caudalmente ao rim, e visualizado no quadrante
caudo dorsal esquerdo, dorsalmente a flexura pélvica (DESROCHERS , 2005).

O rim esquerdo estd localizado adjacente ao baco e a presenca de gas nos
segmentos intestinais pode dificultar a visualizacdo do mesmo (REEF, et al, 2004). O
baco é o 6rgdo mais ecogénico do abdémen, normalmente visualizado no lado esquerdo,
ventral as margens pulmonares do 7 e 8° EIC, se estendendo & fossa paralombar. E
identificado por seu aspecto granular, textura homogénea e presenca de poucos vasos
(REEF, et al, 2004).

As imagens ultrassonograficas do intestino grosso sdo identificadas pela sua
aparéncia saculada e semicurvada, com excecdo do colon dorsal direito. A parede
intestinal é hipoecdica a ecogénica com espessura aproximada é de 3 mm e presenca de
uma camada de gas em sua superficie mucosa (REEF, et al, 2004; DESROCHERS,
2005).

Em cavalos adultos, as imagens ultrassonogréficas do célon menor séo obtidas
mais frequentemente pelo exame transretal, sendo o exame atraves de flanco reservado

para poneis e potros (REEF, et al, 2004).

2.4.3 Exame laparoscépico

Os primeiros relatos da utilizagdo da laparoscopia foram publicados no inicio
dos anos 70 (WITHERSPOON & TALBOT, 1970; HEINZE et al, 1972;
WITHERSPOON et al, 1972). Nas duas ultimas décadas, a técnica tem sido melhor
investigada e aplicada com intuito diagndstico, terapéutico e prognostico (FISCHER et
al,, 1986; GALUPPO, et al,, 1995; WALMSLEY, 1999; SMITH et al,, 2005)

A laparoscopia apresenta como vantagens em relagdo a cirurgia aberta o fato de
necessitar de menores incisdes, diminuindo as complicagdes incisionais; diminui¢do do
periodo de convalescéncia pds-operatorio; o acesso a estruturas ndo visualizadas na
cirurgia aberta; e a possibilidade de ser realizada com o animal em posi¢do quadrupedal
(SILVA, 1995; WALMSLEY, 1999; MUELLER & EPSTEIN, 2009).

Segundo RAGLE at Al (1997); SILVA et al, (2000); SILVA et al, (2008);
MUELLER & EPSTEIN (2009), o exame laparoscopico permite o diagndstico de

colicas recorrentes e afecgdes cronicas, podendo ainda ser utilizado para a detecgédo de
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peritonite de causa desconhecida. E citado ainda que a laparoscopia possa ser indicada
para avaliacdo abdominal apds laparotomia em casos cujo resultado clinico evolua de
forma insatisfatoria (SILVA et al, 2008).

Baseado na indicacdo da laparoscopia para avaliacdo da regido submetida ao
trauma cirdrgico e peritonite pos laparotomia e na possibilidade de acesso do célon
menor através do acesso abdominal esquerdo (GALUPPO, et al, 1995; SILVA, 1995;
NOBREGA, 2010), a laparoscopia pode ser empregada para avaliacdo da reatividade

peritoneal pos enterotomia de célon menor.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais
Avaliar a reatividade peritoneal de equinos submetidos a enterotomia de célon

menor e tratados com heparina.

3.2 Objetivos especificos
Comparar a resposta peritoneal ao trauma cirdrgico (enterotomia de c6lon menor)
do grupo controle e do grupo tratado com heparina através de:
e Exame fisico diério;
e Avaliacdo do perfil hematoldgico (hemograma, fibrinogénio e coagulograma);
e Avaliacdo da resposta de fase aguda através da mensuracdo das concentracfes
séricas e peritoneais das proteinas de fase aguda;
e Avaliacdo macroscopica, fisico-quimica e citologica do liquido peritoneal;
e Avaliacdo quantitativa dos mediadores fibrinoliticos (tPA e PAI-1) contidos no
liquido peritoneal;
e Auvaliacdo semi-quantitativa dos produtos de degradacdo da fibrina (dimeros D);
e Exame ultrassonogréfico;

e Exame laparoscépico.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Fase | - Projeto piloto
Esta etapa visou avaliar se 0 exame laparoscopico permitiria a identificacdo do

segmento de c6lon menor submetido a intervencao cirurgica.

4.1.1 Experimento 1

Utilizaram-se dois equinos adultos, higidos, sem raca definida, machos, com
média de 350 Kg de massa corpdrea, alojados no Hospital Veterinario da FMVZ-
UNESP, Botucatu. Os animais foram alimentados com feno de capim coast cross,
capim elefante triturado, racdo comercial para manutencao de equinos®, compreendendo
1% do peso vivo, fornecidos fracionados em duas porcdes ao dia, sal mineral® e agua
tratada® ad libitum.

Realizou-se jejum alimentar de 24 horas; o campo operatorio foi delimitado por
tricotomia na regido do abdémen direito, compreendendo como limite cranial a 17°
costela, caudal, a tuberosidade coxal e, dorsalmente, as apofises transversas (Figura 3).
Aproximadamente 30 minutos antes da intervencdo cirurgica, foi administrado
Penicilina Potéssica® (30000 UI/Kg 1V), Gentamicina® (7,5 mg/Kg IV) e Flunixin
Meglumine® (1,1 mg/Kg 1V). A cauda foi protegida por atadura de crepe e fixada ao
animal impossibilitando o contato com a éarea cirargica (Figura 3). Realizou-se a
palpacdo transretal previamente ao procedimento cirtrgico a fim de se delimitar a

topografia visceral, facilitar o acesso cirurgico e torna-lo mais seguro.

! Triumph- Socil Evialis Nutricio Animal Industria e Comércio Ltda.
2 Agroceres Multimix Nutrigdo Animal Ltda

% Sabesp - Companhia de Saneamento Bésico do Estado de Sdo Paulo
4 Penicilina G Potéssica - Ariston ind. Quimica e farmacéutica Ltda.
5 Gentatec - Chemitec, Agro-veterinaria Ltda

® Flunixin injetavel- Chemitec, Agro-veterinéria Ltda.
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FIGURA 3- Animal preparado para laparotomia. Presenca de tricotomia na regido

abdominal direita e aplicacdo de atadura crepe na cauda para protecao da area cirargica.

Os procedimentos cirargicos foram realizados com 0s animais em posicao
quadrupedal, contidos em tronco e sob sedacao através de infusdo intravenosa continua
de cloridrato de detomidina’ (bolus de 5pg/kg seguido de infusdo continua de
20ug/kg/h) associada ao tartarato de butorfanol® (bolus de 20pg/kg seguido de infusio
continua de 13ug/kg/h) (figura 4).

FIGURA 4 - Animal recebendo sedagdo por infusdo continua com cloridrato de

detomidina e tartarato de butorfanol.

" Dormium V- Agener Unido Ltda.
8 Torbugesic- Fort Dodge Ltda.
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Foi realizada anestesia local na regido cirdrgica com Lidocaina® a 2% associada
a vasoconstrictor, através da deposi¢cdo na linha de incisdo e planos profundos
adjacentes. Apds antissepsia com digluconato de clorexidine degermante a 2% e
alcodlico a 0,5%, foi realizada inciséo de pele de aproximadamente 10 cm na fossa
paralombar direita; o tecido subcutaneo foi divulsionado e a musculatura seccionada; o
peritonio perfurado e a cavidade abdominal acessada (figura 5).

FIGURA 5 — Acesso a cavidade abdominal. A- incisdo de pele; B- divulsdo do tecido
subcutdneo; C- seccdo da musculatura; D- visdo da cavidade abdominal apds a

perfuragéo do periténio.

Procedeu-se a identificagdo do colon menor através de palpagdo direta,
exteriorizou-se 0 segmento localizado mais aboralmente, em seguida realizou-se a
abrasdo da camada serosa com gaze seca em 50 movimentos repetidos para cada por¢édo
adjacente a ténia, tornando a regido hemorragica. Apds a abrasdo, o segmento foi
reposicionado e a sintese da parede abdominal foi realizada em padrdo Sultan com fio
Catgut cromado nimero 4 *! e da pele em pontos simples separados com fio de nylon
monofilamentar 0,60 mm*%,

® Xylestesin- Cristélia, produtos quimicos e farmacéuticos Ltda.
10 Riohex- Rioquimica, Ltda.

1 Brasuture Ind Com Imp Exp - IndGstrias

12 Dourado - Nylon monofilamentar.
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No pés-operatério foi administrado penicilina benzatina®® (30.000 UI/Kg IM, a
cada 72horas, durante 10 dias), gentamicina (7,5 mg/Kg 1V, a cada 24 horas, durante 05
dias), flunixin meglumine (1,1 mg/kg, IM a cada 24 horas, durante 5 dias), soro
antitetanico'* (10.000Ul, SC em aplicacdo Unica) e curativo local na ferida cirdrgica
com digluconato de Clorexidine alcoolico a 0,5% duas vezes ao dia, até a retirada da
sutura no 15° dia.

Apo6s 15 dias do procedimento cirurgico inicial, o animal realizou nova
preparacdo cirargica, consistindo de jejum alimentar de 24 horas com intuito de
esvaziamento do célon menor a fim de proporcionar maior facilidade de manuseio das
alcas. Previamente ao ato cirdrgico, realizou-se tricotomia na regido do abdémen
esquerdo, tendo como limite caudal a tuberosidade coxal, cranial, a 15° costela, e dorsal,
as apofises transversas. Procedeu-se a palpacdo por via retal a fim de se avaliar a
topografia anatdmica no local de interesse da insercao das canulas.

A regido do acesso cirdrgico foi submetida a anestesia local com Lidocaina a 2%
associada a vasoconstrictor. A antissepsia foi realizada com digluconato de clorexidine
degermante a 2% e alcoolico a 0,5%. A incisdo de pele foi de aproximadamente 2 cm;
0 acesso videoassistido através da introducdo da canula EndoTIP TM com endoscépio
rigido em seu interior. Através da canula, foi induzido o pneumoperiténio com CO,. A
pressdo abdominal durante o procedimento foi mantida entre 12 e 15 mmHg, variando
conforme o volume suportado por cada animal (figura 6).

Apos a avaliagdo da cavidade abdominal como um todo, realizaram-se dois
novos blogueios anestésicos e incisdes de aproximadamente 1,5 cm por onde foram
introduzidas duas canulas de 11 mm e duas pincas atraumaticas de manipulacéo

intestinal do tipo Babcock™ (figura 7).

13 Mogipen - Bimeda, Mogivet Farmacéutica S.A.
1% \encosat - Laboratérios Vencofarma do Brasil Ltda.
15 Babcock - Karl Storz Endoskope - Alemanha
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FIGURA 6 - Sequéncia do acesso laparoscopico. A- incisdo de pele; B- introducéo da
canula EndoTIP; C- acesso videoassistido; D- EndoTIP e dptica inseridos na cavidade
abdominal; E- localizacdo dos demais portais acesso; F- Visdo da localizacdo dos

portais e manipulacéo visceral.

FIGURA 7- Esquema demonstrativo do local de inser¢cdo das canulas no exame
laparoscopico. Acesso 1 — EndoTIP para insercdo da dptica, Acessos 2 e 3- Canulas de

11 mm para insercdo das pin¢as atraumaticas para manipulacdo do c6lon menor.




Materiais e Métodos 43

Realizou-se uma avaliacdo detalhada do colon menor, buscando-se a regido
submetida a abrasdo com gaze. As imagens foram armazenadas para posterior
avaliacdo.

As pincas foram retiradas e as valvulas de seguranca das canulas foram abertas
permitindo a liberagdo do CO, contido na cavidade abdominal. As céanulas foram
retiradas e, por ultimo, retirou-se o EndoTIP através da realizagdo de movimentos
giratorios que promoveram a aproximacdo das camadas musculares Em seguida,

realizou-se a sintese de pele em padréo simples separado com fio nylon 0*.

4.1.2 Experimento 2

Foram utilizados 2 equinos, adultos higidos, sendo um macho e uma fémea, com
média de 370 Kg. Os animais foram submetidos a mesma metodologia aplicada no
experimento 1, acresentando-se que na laparotomia foi realizada enterotomia do c6lon
menor. Ap6s a exetriorizagdo do segmento localizado mais aboralmente, e
esvaziamento das fezes aplicaram-se duas pingas de coprostase a fim de se interromper
o fluxo fecal delimitar a regido da enterotomia. Posteriormente, aplicaram-se duas
pingas do tipo Allis para o posicionamento do segmento e realizacdo da enterotomia de
10 cm sobre a regido da tenia coli. Com o intuito de aumentar a reatividade da area
cirurgica optou-se pela aplicacdo da sutura em pontos simples separados com fio catgut
agulhado 3-0, seguida de abrasdo da camada serosa com gaze seca em 50 movimentos
repetidos para cada porcdo adjacente a ténia, tornando a regido hemorragica (figura 8).
Apos a abrasdo, o segmento foi reposicionado e a sintese da parede abdominal foi
realizada em padrdo Sultan com fio Catgut cromado nimero 4%’ e da pele em pontos

simples separados com fio de Nylon monofilamentar 0,60 mm.

' Mononylon 0 — Brasuture suturas cirurgicas
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FIGURA 8 - Sequéncia do procedimento cirlrgico de enterotomia. A- exposicdo do

segmento localizado mais aboralmente de célon menor; B- aplicacdo das pingas de
coprostase intestinal; C- aplicacdo de pingas do tipo Allis; D- realizacdo da enterotomia;
E- sutura em pontos simples separados; F- aspecto do segmento ap0s a finalizacdo da
sutura; G- abrasdo da camada serosa com gaze seca;, H-aspecto do segmento apos
enterotomia e abrasdo; I- lavagem da regido da enterotomia com solucdo fisiol6gica

para posterior reposicionamento.

Apo6s 15 dias do procedimento cirdrgico inicial procedeu-se a laparoscopia
utilizando-se a mesma técnica descrita no experimento 1, acrescentando-se a
identificacdo e avaliacdo da reatividade peritoneal do segmento submetido a

enterotomia.

4.2 Fase Il — Projeto de pesquisa
O projeto foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) sob
0 nimero 274/2011.
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4.2.1 Animais e grupos

Utilizaram-se dez equinos adultos (9 £ 3,87anos), higidos, sem raca definida,
machos e fémeas, com média de 358 + 50,96 Kg de massa corpérea, alojados no
Hospital Veterindrio da FMVZ-UNESP, Botucatu e adquiridos através do auxilio a
pesquisa. Os animais foram alimentados com feno de capim coast cross, capim elefante
triturado, racdo comercial para manutencdo de equinos®®, compreendendo 1% do peso

vivo, fornecidos fracionados em duas porcdes ao dia, sal mineral'®

e agua tratada ad
libitum.

Previamente a inclusdo nos grupos experimentais, os animais foram avaliados
através de exame fisico, hemograma completo e fibrinogénio, concentracBes séricas e
peritoneais das proteinas de fase aguda, analises laboratoriais do liquido peritoneal,
incluindo macroscopia, fisico-quimica, citologia, concentracdo peritoneal do ativador
(tPA) e inibidor do plasminogénio tecidual (PAI-1) e dimeros D, além do exame
coproparasitologico.

A vermifugacdo foi realizada aproximadamente 30 dias antes do inicio do
experimento nos animais cuja contagem de ovos por grama de fezes ultrapassou 300,
sendo a mesma repetida ap06s 21 dias da primeira administracao.

Na auséncia de alteragdes nos exames de inclusdo e apds vermifugacdo, os
equinos foram divididos aleatoriamente em dois grupos de cinco animais: 0 grupo
controle (GC), em que foram realizadas a enterotomia e a abrasdo do c6lon menor; e 0
grupo tratado (GT), em que foram realizadas a enterotomia, a abrasdo do c6lon menor
e administracéo de heparina?® na dose de 150 UI/Kg por via subcutanea imediatamente

apos o término da cirurgia e a cada 12 horas, totalizando 05 dias de tratamento.

4.2.2 Enterotomia e abrasdo peritoneal
A preparagdo operatdria e o procedimento cirdrgico de enterotomia e abrasdo
peritoneal foram realizados conforme descrito no projeto piloto. Entretanto no primeiro
animal pesquisado foi verificada complicagdo com a ferida cirdrgica optando-se por
alterar o material de sutura da musculatura e a técnica de sintese de pele. Substitui-se o

fio catgut cromado numero 4 utilizado na sintese muscular por fio de poligalactina 910

%8 Triumph- Socil Evialis Nutrigdo Animal Indistria e Comércio Ltda.
19 Agroceres Multimix Nutrigdo Animal Ltda
2 Hepamax-S® - heparina sédica. Blausiegel Ind. e Com. Ltda.
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nimero 2% mantendo-se o padrdo Sultan em dois planos de sutura e na pele manteve-se
o fio de Nylon, entretanto alteraram-se os pontos simples separados por padrao Wolff.

A medicacdo pds-operatoria foi realizada conforme descrito no projeto piloto.

4.2.3 Exame fisico
Os animais foram submetidos diariamente a duas avalia¢@es fisicas, sendo esta
constituida pela avaliacdo da frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratoria (FR),
coloracdo de mucosas ocular, oral e vaginal nas fémeas, tempo de preenchimento

capilar (TPC), temperatura retal (°C) e motilidade intestinal.

4.2.4 Avaliacdes hematoldgicas
As avaliacbes hematoldgicas (hemograma, fibrinogénio  plasmatico,
coagulograma e mensuracdo das PFA) foram realizadas de maneira padronizada nos

dois grupos.

Momentos de avaliacao:

MO: previamente & cirurgia;
M1: 12 horas ap0s a cirurgia;
M2: 1 dia apds a cirurgia,;
M3: 2 dias ap0s a cirurgia;
M4: 4 dias ap06s a cirurgia;
M5: 6 dias ap06s a cirurgia;
M6: 10 dias apds a cirurgia;
M7: 14 dias apds a cirurgia.

O hemograma e fibrinogénio foram processados imediatamente apds a colheita.
As amostras de soro para avaliacdo das proteinas de fase aguda e coagulograma foram
refrigeradas a -20°C para posterior avaliacao.

Para o fracionamento das proteinas séricas, utilizou-se a técnica de eletroforese
em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de s6dio (SDS-PAGE), proposto por
WEBER & OSBORN (1969). O gel foi corado durante 2 horas em solugéo de Azul de
Comassie 0,2 % e, em seguida, mergulhado em solugédo de acido acético a 7% para

retirar 0 excesso de corante, até que as fracGes protéicas se apresentassem nitidas. Os

21 Vicryl 2- Johnson & Johnson Ltda.
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pesos moleculares e as concentragdes das fragdes protéicas foram determinados em
video densitdmetro computadorizado®. Para a identificacdo das proteinas, utilizou-se
uma solucdo marcadora de referéncia®® com diferentes pesos moleculares de 20
kilodaltons (20kD), 24 kD, 29 kD, 45 kD, 55 kD, 66 kD, 97 kD, 116 kD e 205 kD e por
comparacao pela mobilidade eletroforética da albumina purificada, 1gG, haptoglobina,
transferrina, ceruloplasmina e alfa-1 antitripsina. Para a avaliacdo densitométrica das
bandas protéicas, serdo confeccionadas curvas de referéncia a partir da leitura do

marcador padrdo, bem como da mobilidade eletroforética supracitada (figura 9).

Start X mm)

Start Y frm)
End Y fman)

Totat lanes
Wavelength fom] | 533]

FIGURA 9 - Proteinas de fase aguda. A- materiais utilizados para a confeccéo do gel de
poliacrilamida; B- aparéncia do gel apos a corrida e coloragcdo com azul de Comassie;
C- leitura do gel em video densitémetro; D- confec¢do dos graficos baseados nos pesos

moleculares das proteinas fracionadas.

2 Shimadzu® CS9301, Téquio, Japao
28 Sigma® $8445, St. Louis, EUA
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4.2.5 Avaliacdes do liquido peritoneal
A colheita de liquido peritoneal foi realizada na regido da linha média, local
previamente submetido a tricotomia para exame ultrassonografico. Optou-se por
realizar a primeira tentativa de puncdo na regido mais ventral do abdémen. Caso fosse
improdutiva, buscava-se outro ponto da linha alba, ou utilizava-se como opcdo a
colheita guiada por ultrassom. Utilizaram-se para a colheita agulhas 40 x12 mm, tubo

seco, tubo contendo EDTA e tubo contendo citrato (figura 10).

FIGURA 10 - Liquido peritoneal A- colheita; B- amostra fracionada nos tubo com
EDTA, seco e com citrato (da esquerda para direita).

As amostras de liquido peritoneal foram submetidas a avaliagdo macroscopica,
fisico-quimica, citolégica, teste ELISA para mensuracdo dos valores de tPA* e PAI-1%°,
aglutinacdo em latex para afericdo dos valores do dimero D? e analise eletroforética
para as PFA. As avaliacbes do liquido peritoneal foram realizadas nos mesmos

momentos dos exames hematologicos e ultrassonograficos, sendo:

MO: previamente a cirurgia;
M1: 12 horas ap0s a cirurgia;
M2: 1 dia apds a cirurgia,;
M3: 2 dias ap0s a cirurgia;
M4: 4 dias ap0s a cirurgia;
M5: 6 dias apos a cirurgia;
M6: 10 dias apds a cirurgia;
M7: 14 dias apds a cirurgia.
As amostras do liquido peritoneal foram coletadas em tubos contendo citrato de
sodio a 3,8% na proporcao de 9 volumes de liquido para 1 volume de anticoagulante.

2* Human tPA activity assay, Molecular Innovations SPSS Inc, Chicago, IL
% Human PAI-1 activity assay, Molecular Innovations SPSS Inc, Chicago, IL
% D Dimer test — Horiba medical Ltd.
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Para avaliacdo dos dimeros d, tPA e PAI foram imediatamente centrifugadas,
respectivamente em 1000G, 2500G e 3000G durante 15 minutos.

Apos a centrifugacdo as amostras eram fracionadas em tubos eppendorf, sendo
as referentes ao dimero D refrigeradas a -20°C, respeitando-se o limite de um més para
0 processamento da amostra, as referentes ao tPA foram refrigeradas durante quatro
meses a -70°C e as referentes ao PAI-1 foram refrigeradas durante um més a -70°C.

As andlises do dimero D foram realizadas através do teste de aglutinacdo do
latex (D Dimer test™), conforme as orientagdes do fabricante, e as concentracdes do tPA
e PAI-1 foram determinadas através de teste ELISA (Human tPA activity assay™ e

Human PAI-1 activity assay™), conforme as orientacdes do fabricante.

4.2.6 Avaliacao ultrassonografica

Realizou-se a tricotomia da regido abdominal com maquina de tosquia®’
acoplada a lamina numero 40. A tricotomia compreendeu a regido abdominal esquerda,
da regido caudal do pulmdo até a tuberosidade coxal, tendo como limite dorsal as
apofises vertebrais e ventral, a linha média. Posteriormente, realizaram-se a limpeza da
pele e a aplicacdo do gel.

Utilizou-se o aparelho de ultrassom? com transdutor convexo para avaliagdo do
célon menor, com frequéncia de 4,5 MHz e ganho entre 25-35 %. Para avaliacdo do
peritbnio, utilizou-se o transdutor linear com frequéncia de 13 MHz e ganho entre 80-
90%.

No exame ultrassonogréafico, avaliou-se o célon menor (figura 11), periténio e
liquido livre. Para tanto, se utilizou como ponto de referéncia o rim esquerdo, visto que
o célon menor normalmente se localiza caudal ao mesmo e dorsal a flexura pélvica. O
célon menor foi avaliado quanto a sua localizacdo topogréafica, arquitetura do érgéo e

espessamento de parede.

%" Golden A5- Oster, Jarden corporation, USA.
% My Lab 70 Vet® - ESAOTE, Italia.
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FIGURA 11 - Aspecto ultrassonogréafico do c6lon menor.

O peritonio parietal foi avaliado na porcdo ventral do abdémen, na linha média
(figura 12). Avaliou-se a presenca de irregularidades, deposicdo de fibrina e
espessamentos em decorréncia do quadro inflamatério peritoneal. Na mesma regido,
avaliou-se a presenca de liquido livre no abdémen, quanto a quantidade, ecogenicidade

e presenca de debris.
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FIGURA 12- Imagem ultrassonografica da parede abdominal na regido ventral do
abddémen, em detalhe realizava-se a mensuracdo do periténio.

O exame ultrassonografico da regido da regido ventral do abdémen visou ainda,
avaliar a regido da musculatura e subcutédneo adjacentes a linha meédia para detectar a
presenca de edema e celulite ou infeccdo do subcutaneo em decorréncia das puncoes
repetidas e/ou pungdes intestinais acidentais.

Para padronizagdo dos achados ultrassonogréaficos realizou-se um esquema de

graduacdo para quantificacdo do liquido peritoneal e avaliacdo de sua ecogenicidade.
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Graduacdo da quantidade de liquido peritoneal livre:

Devido ao fato de o exame ultrassonografico ser um exame dinamico, observou-
se que durante o peristaltismo intestinal havia variacdo na distancia preenchida por
liquido entre o peritbnio e a viscera adjacente a regido ventral, optando-se por nao
utilizar esta distancia como medida de quantificagdo do mesmo e sim a associacdo dos
achados dos videos, anotacGes e imagens obtidas no exame ultrassonogréfico.

Dessa forma, baseado nos achados de exame dinamico das seguintes imagens,

padronizou-se:

B GEN-M Qim==

D 37mm XV 6
PRC 11/1/2 PRS 4
PST 0 c o

T
3 18
PROJETO  LAd3S I
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FIGURA 13- Esquema de graduacdo da quantidade de liquido peritoneal livre no
abddémen em cruzes. Representando: - (reduzida), + (normalidade), ++ (discretamente
aumentado), +++ (moderadamente aumentado), ++++ (intensamente aumentado).
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A normalidade foi padronizada como a imagem mais frequentemente observada

nos animais previamente a intervencg&o cirdrgica.

Graduacéo da ecogenicidade do liquido peritoneal livre:

A ecogenicidade foi graduada em sistema de score (figura 14), sendo a
normalidade estabelecida como o aspecto do liquido peritoneal previamente ao

procedimento cirdrgico.

8 GEN-¥
D 37am X 6
PRC 11/1/2 PRS 4
PST © c o

13
ROJETO lkﬂ’,l —_—-— - — —

FIGURA 14- Esquema demonsntrativo da graduacdo da ecogenicidade do liquido
peritoneal.  Sendo,0- (normalidade), 1 (discreto aumento), 2 (leve aumento), 3
(moderado aumento associado a presenca de debris celulares).

Momentos avaliados:

MO: previamente a cirurgia;
M1: 12 horas ap0s a cirurgia;
M2: 1 dia ap0s a cirurgia;

M3: 2 dias ap0s a cirurgia;
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M4: 4 dias ap0s a cirurgia;
M5: 6 dias ap06s a cirurgia;
M6: 10 dias apds a cirurgia;

M7: 14 dias apés a cirurgia.

4.2.7 Avaliacéo laparoscépica

Apo6s 15 dias do procedimento cirurgico inicial, o animal realizou nova
preparacdo cirdrgica, consistindo na administracdo de 700g de Sulfato de Magnésio®® 36
horas antes do procedimento e jejum de 24 horas com intuito de esvaziamento do co6lon
menor a fim de proporcionar maior facilidade de manuseio das algas. Previamente ao
ato cirdrgico, realizou-se tricotomia na regido do abdémen esquerdo, tendo como limite
caudal a tuberosidade coxal, cranial, a 15° costela, e dorsal, as apofises transversas.
Procedeu-se a palpacéo por via retal a fim de se avaliar a topografia anatdmica no local
de interesse da inser¢do das canulas. A cauda foi protegida por atadura crepe e
procedimento foi realizado com o animal em estacdo quadrupedal com protocolo de
sedacdo idéntico ao utilizado na laparotomia.

Para avaliacdo da cavidade abdominal, o equipamento laparoscépico foi
composto por: insuflador eletronico de CO, *, fonte de luz de Xenon de 180 W*!, cabo
de iluminacdo®, microcamera com processador®, endoscopio rigido de 10 mm de
diametro, 57 cm de comprimento de 0 e 30° de angulacio®*, canula EndoTIP TM de 10
mm para acesso videoassistido®, instrumental cirdrgico laparoscpico e instrumental
cirdrgico convencional, monitor TV, sistema de gravagdo de imagens composto por

placa de captura®’ e computador portatil®® (figura 15).

2 Vetec- Sigma Aldrich Co.

% Insuflador eletrdnico - Astustec

% Fonte de Luz, Nova 175, Karl Storz Endoskope
%2 Cabo de Luz, Karl Storz Endoskope

% Micricamera Karl Storz Endoskope

% Optica Karl Storz Endoskope

% EndoTIP - Karl Storz Endoskope

% Monitor TV Phillips, 21,5”

%7 Placa de captura USB, Pixel View.

38 Acer 4250-0806
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FIGURA 15- Equipamento utilizado para a execugdo da video-cirurgia. A- rack
contendo monitor de TV, computador portéatil e placa de captura, camera, luz de xenon,
insuflador de COg, no break e cilindro de CO,.

O exame foi procedido conforme descrito no projeto piloto. Foi estabelecida
uma sequéncia sistematica de avaliacdo da cavidade abdominal a fim de se realizar uma
exploracdo completa das estruturas passiveis de observacgdo através do acesso esquerdo.

Realizou-se uma avaliacdo detalhada do c6lon menor e da regido da enterotomia
através da manipulacdo dos segmentos. Apés a identificacdo da regido da enterotomia,
realizou-se uma alavanca com as pincas Babcock, dando suporte ao mesocélon na
regido dorsal e possibilitando o avanco da Optica ao lado direito do abddémen a fim de se
observar a regido da ferida cirdrgica da laparotomia. As imagens foram armazenadas
para posterior avaliagdo.

Ap0s a retirada das canulas procedeu-se a sintese de pele conforme descrito no
piloto em padrao simples separado com fio nylon 0*°.

Com objetivo de facilitar a avaliacdo das imagens obtidas padronizou-se scores
de reatividade peritoneal difusa, sendo O (auséncia de reatividade difusa), 1 (discreta

reatividade difusa), 2 (moderada reatividade difusa) (figura 16).

FIGURA 16 - Sistema de graduacgdo da reatividade peritoneal difusa, sendo O (auséncia
de reatividade difusa), 1 (discreta reatividade difusa), 2 (moderada reatividade difusa).

39 R
Mononylon 0 — Brasuture suturas cirurgicas
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4.2.8 Apoio Técnico

As avaliagdes de hemograma, fibrinogénio, coagulograma, macroscopia, fisico-
quimica e citologia do liquido peritoneal foram realizadas no Laboratério Clinico
Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - UNESP, Botucatu — SP
com a colaboracéo da Prof. Adj. Dr. Regina Kiomi Takahira.

As andlises das proteinas de fase aguda foram realizadas no Laboratério Clinico
Veterinario do Departamento de Clinica Veterinaria da FMVZ — Unesp, Campus
Botucatu, com a colaboragédo da Profa. Ass. Dra Elizabeth Moreira dos Santos Schmidt
e no Laboratério de Pesquisa do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — Unesp, Campus Jaboticabal, com a
colaboracéo do Prof. Titular Dr. José Jurandir Fagliari.

Os testes ELISA foram realizados com a colaboracdo da Prof. Tit. Dra. Angela
Maria Victoriano de Campos Soares, docente do Departamento de Microbiologia e
Imunologia do Instituto de Biociéncias da UNESP, Campus de Botucatu.

4.2.9 Anélise estatistica

A distribuicdo das variaveis-resposta foi analisada como um dos critérios para
escolha do método analitico. Devido a presenga de graus variados de assimetria e
desvios de um padrdo Gaussiano de distribuicdo, o teste de Wilcoxon (PAGANO &
GAUVREAU, 2000) foi utilizado para comparar a mediana de cada variavel-resposta
entre os grupos de estudo. Posteriormente, a comparacao entre grupos foi realizada em
cada momento. Para cada grupo, o teste de Wilcoxon para amostras pareadas
(PAGANO & GAUVREAU, 2000) foi usado para comparar a mediana de cada variavel
entre cada momento e o momento inicial. A analise estatistica foi realizada com o
procedimento PROC NPARIWAY (SAS Institute, 2009) e a significancia estatistica foi
definida como P < 0.05.
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5 RESULTADOS

5.1 Projeto Piloto
No experimento 1 do projeto piloto houve dificuldade de identificacdo da regido
submetida a abrasdo peritoneal, optando-se pela realizacdo do experimento 2, onde
acrescentou-se a enterotomia, resultando em maior reatividade peritoneal.
A realizacdo da enterotomia propiciou facil identificacdo do segmento e
desencadeou maior reatividade peritoneal. Desta forma delineou-se que no projeto de
pesquisa 0s animais seriam submetidos ndo somente a abrasdo mas também a

enterotomia de célon menor.

5.2 Exame Fisico

Houve diferenca significativa entre os grupos quando compararam se todos 0s
momentos associados para os parametros de frequéncia cardiaca (p<0,0002), sendo 0s
valores do GT maiores que os do GC e ligeiramente acima da normalidade (28-40 bpm
— FEITOSA, 2008) (tabela 1). Para a frequéncia respiratoria (p< 0,0254), observou-se
comportamento semelhante, sendo os valores do GT maiores que os do GC e
ligeiramente acima da normalidade (8-16 mpm- FEITOSA, 2008) (tabela 1). A
temperatura retal (p<0,0002) apresentou-se significativamente mais elevada no GT,

entretanto, dentro da normalidade para ambos 0s grupos (tabela 1).

TABELA 1 - Comparacdo da frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratoria (FR) e
temperatura retal (°C) entre o grupo controle (GC) e o grupo tratado (GT) associando-se

todos 0s momentos.

FC (bpm) FR (mpm) Temperatura (° C)
Grupos Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
GC 36* 36 40 16* 16 20 37,3* 37,1 378
GT 44* 38 44 20* 16 22 37,8* 375 384

* diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05). Q1= primeiro quartil; Q3= terceiro

quartil.

N&o se observou diferenca significativa entre os grupos no M1, entretanto
ocorreu hipertermia (temperatura > 38,3 °C — FREEMAN, et al, 2012) nos animais de

ambos os grupos. Observou-se ainda que a temperatura corporal apresentou diferenca
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significativa entre 0os grupos no M5 (p< 0,0347), porém dentro do padrdo de
normalidade (tabela 2).

TABELA 2 - Comparacdo dos valores da temperatura retal (°C) entre o Grupo Controle
(GC) e o0 Grupo Tratado (GT) nos diferentes momentos.

Temperatura retal (°C)

Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 37,3 37,3 37,5 37,8 37,5 37,8
M1 38,3 38,1 38,8 38,8 38,4 38,9
M2 37,2 37,1 38,3 38,1 37,5 38,4
M3 37,8 37,5 37,8 38,4 37,6 38,5
M4 37,2 37,2 37,2 38,1 37,7 38,3
M5 36,8* 36,8 37 37,5* 37,5 37,7
M6 37,2 37,1 37,2 37,5 374 37,5
M7 37,2 37,1 37,4 37,5 374 37,6

* diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05). Q1= primeiro quartil; Q3= terceiro

quartil.

Os valores de FC e FR ndo diferiram entre os grupos nos diferentes momentos
(tabela 18).

A coloracdo de mucosas para ambos 0s grupos apresentou-se ictérica entre 24-
48h de pods-operatério. Os animais do grupo tratado com heparina apresentaram
mucosas palidas a partir do 4° dia até o 7-8° dia de pds-operatorio.

N&o houve diferenca significativa de motilidade p6s-operatéria entre 0s grupos,
sendo observada para ambos, uma diminuicdo da motilidade nas primeiras 12 horas

apos a cirurgia.
5.3 Avaliagdes hematologicas
5.3.1 Eritrograma

O volume corpuscular médio apresentou-se significativamente mais elevado no

GT (p< 0,0002) quando compararam-se todos 0s momentos associados, entretanto
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manteve-se no intervalo de normalidade (37-58 fl- FELDMAN, 2000) para ambos 0s
grupos (tabela 3).

TABELA 3 - Comparacdo dos valores do volume corpuscular médio (VCM) entre o

grupo controle (GC) e o grupo tratado (GT) associando-se todos 0s momentos.

VCM (fl)
Grupos Mediana Q1 Q3
GC 46,7* 45,7 47,4
GT 51,5* 47,5 56,7

* diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05). Q1= primeiro quartil; Q3= terceiro

quartil.

O numero de hemaécias e valor de hematocrito e hemoglobina apresentaram-se
diminuidos para o grupo tratado, porém ndo houve diferenca significativa entre 0s
grupos quando se compararam todos os momentos combinados (tabela 19).

No M3 observou-se diferenca significativa (p < 0,0358) entre 0s grupos para a
varidvel hemacia (tabela 4), estando os animais do GT com contagem eritrocitaria
abaixo do padrdo de normalidade (6,8-12,9 x 10° hemacias/pL- FELDMAN, 2000). Os
valores de hemoglobina do grupo tratado apresentaram-se abaixo do padrédo de
normalidade (11,0-19,0 g/dL- FELDMAN, 2000) e significativamente reduzidos em
relacdo ao grupo controle no M4 (p< 0,0160) e M5 (p< 0,0345) (tabela 4).

Houve uma diferenca significativa entre os grupos nos valores de hematdcrito no
M4, que se apresentaram abaixo da referéncia de normalidade (32-53 %- FELDMAN,
2000) e significativamente menores no GT (p< 0,0216) (tabela 4).

O VCM apresentou-se significativamente elevado no GT em relagdo ao GC no
M2 (p< 0,0369) e M3 (p< 0,0369). Entretanto nestes momentos apresentou-se dentro do
padrdo de normalidade (37-58 fl- FELDMAN, 2000), fato ndo observado no M4 e M5,
onde, porém néo houve diferenca significativa entre os grupos (tabela 4).

O CHCM néo variou entre 0s grupos quando se combinaram 0s momentos ou
nos diferentes momentos, permanecendo dentro do valor de normalidade (31-38 % -
FELDMAN, 2000) (tabela 19).
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TABELA 4 - Comparagéo dos valores de hemécias, hemoglobina, hematocrito e VCM

entre o grupo controle (GC) e o grupo tratado (GT) nos diferentes momentos.

Hem@cias (x 10% L)

Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 6,8 6,7 8,4 8,2 7,2 9,1
M1 7,6 7,4 7,7 75 7,0 7,7
M2 7,4 6,9 7,6 6,1 58 6,4
M3 6,5* 6,3 6,9 3,7* 3,7 4,5
M4 7,0 6,3 7,5 3,2 3,2 33
M5 6,5 3,0 6,9 4,6 4,2 5,2
M6 7,1 6,7 7,3 7,2 6,5 8,1
M7 6,9 6,6 7,2 7,0 6,7 7,2
Hemoglobina (g/dL)
Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 12,9 11,7 14,0 14,1 12,2 15,6
M1 12,7 12,6 12,9 12,0 11,4 13,5
M2 12,0 11,6 12,6 11,0 10,7 11,8
M3 10,9 10,7 11,3 8,6 7,9 8,6
M4 12,0* 11,2 12,1 7,9* 7,8 8,4
M5 11,1* 11,1 11,3 9,7* 9,6 9,9
M6 11,2 11,2 12,4 11,3 11,0 12,5
M7 10,9 10,4 11,8 12,8 11,8 12,9
Hematdcrito (%)
Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 38 32 38 39 35 42
M1 36 35 36 34 34 37
M2 34 33 34 31 29 36
M3 29 29 30 24 23 24
M4 33* 31 34 23* 22 24
M5 32* 32 32 27* 26 28
M6 33 32 34 35 34 36
M7 31 30 33 34 34 36

VCM (fl)
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Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 45,4 45,2 47,6 47,5 46,4 48,0
M1 46,7 46,4 46,9 48,0 47,9 51,6
M2 46,9* 445 47,0 52,0* 49,8 58,0
M3 46,2* 45,5 47,2 56,7* 53,1 64,6
M4 46,0 45,0 46,7 400,2 69,4 731,0
M5 46,8 46,0 48,5 60,8 53,3 68,2
M6 47,8 47,4 478 46,8 44,0 48,7
M7 46,2 457 46,7 48,3 47,0 49,9

* diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05). Q1= primeiro quartil; Q3= terceiro
quartil.

g G0
45
e 5T
_— 4:.
)
=
S
s 35 "
=
=]
=
- 30
E 30
LE)
bl L
jmy 25
0
15
I M1 2 M3 fvid M5 M6 I

FIGURA 17 - Comparagdo das medianas do hematdcrito entre os grupos nos diferentes

momentos. As barras de erro representam o primeiro e terceiro quartil.

5.3.2 Contagem de plaquetas, proteinas totais e fibrinogénio
Foram observados valores significativamente (p< 0,0043) menores de plaquetas
no GT (tabela 5), sendo esta diferenca mais significativa no M3 (p< 0,0749) e no M4
(p< 0,0216) (tabela 6).
Apesar da diferenca significativa da contagem plaquetaria ndo se observaram
valores abaixo da normalidade (100-350 x 10° plaquetas — FELDMAN, 2000) para
nenhum dos grupos.
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TABELA 5 - Comparacdo da contagem de plaquetas entre o Grupo Controle (GC) e 0

Grupo Tratado (GT) associando-se todos 0s momentos.
Plaquetas (x 10°)

Grupos Mediana Q1 Q3
GC 199* 156 239
GT 164* 133 198

* diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05). Q1= primeiro quartil; Q3= terceiro

quartil.

TABELA 6 - Comparacdo da contagem de plaquetas entre o Grupo Controle (GC) e 0

Grupo Tratado (GT) nos diferentes momentos.
Plaquetas (x 10°%)

Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 159 154 191 200 192 214
M1 214 125 262 180 179 196
M2 201 143 227 166 165 175
M3 212 148 224 120 116 145
M4 219* 166 238 145* 142 154
M5 169 148 238 163 131 164
M6 197 174 237 204 150 204
M7 240 189 391 202 192 215

* diferenca significativa entre os grupos (p<0,05). Q1= primeiro quartil; Q3= terceiro

quartil.
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FIGURA 18 - Comparacao das medianas do numero de plaquetas entre 0s grupos nos

diferentes momentos. As barras de erro representam o primeiro e terceiro quartil.

Houve diferenca significativa entre os grupos quando se compararam todos 0s
momentos associados para a proteina total (p< 0,0001), sendo os valores de PT maiores
para o GT (tabela 7). No M5 observou-se diferenca significativa entre os grupos (p <
0,0486 (tabela 8). Em nenhum momento a concentracdo de proteinas desviou-se do
padrdo de normalidade (5,8-8,7 g/dL— FELDMAN, 2000).

N&o houve diferenca estatistica para o fibrinogénio, porém observou-se que o
GT apresentou valores ligeiramente mais elevados (tabelas 20 e 21), extrapolando o
padrdo de normalidade (100-400 mg/dL FELDMAN, 2000) no M6 para o GC, e no M2,
M3 e M5 para o GT.

TABELA 7 - Comparagdo dos valores séricos das proteinas totais entre o Grupo
Controle (GC) e o Grupo Tratado (GT) associando-se todos 0s momentos.
Proteina total (g/dL)

Grupos Mediana Q1 Q3
GC 7,0* 6,8 7.4
GT 7,6* 7,2 7,8

* diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05). Q1= primeiro quartil; Q3= terceiro

quartil.
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TABELA 8 - Comparagdo dos valores séricos da proteina total entre o Grupo Controle
(GC) e o0 Grupo Tratado (GT) nos diferentes momentos.
Proteina total (g/dL)

Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 7,4 7,0 7,6 8,0 7,8 8,0
M1 7,2 7,0 7,4 7,8 7,6 7,8
M2 7,4 7,0 7,6 7,4 7,4 8,0
M3 7,0 6,8 7,0 7,2 7,2 7,2
M4 7,0 7,0 7,2 7,4 7,2 7,8
M5 6,8* 6,8 6,8 7,8* 7,0 7,8
M6 7,2 7,2 7,2 7,6 7,2 7,8
M7 6,8 6,6 7,2 7,4 7,2 7,6

* diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05). Q1= primeiro quartil; Q3= terceiro

quartil.

5.3.3 Leucograma

N&o foram observadas diferencas significativas entre os grupos para todas as
variaveis avaliadas (tabela 22 e 23).

Entretanto, observou-se leucocitose (>14500 células — FELDMAN, 2000) para
ambos 0s grupos ap6s 12 horas de cirurgia, ocorrendo aumento da contagem de
neutrofilos, excedendo o valor de normalidade (2260 a 8580ul/% — FELDMAN, 2000),
caracterizando neutrofilia discreta a moderada.

Observou-se maior quantidade de eosinéfilos para os animais do GC, sendo tal
diferenca devida a presenca de dois animais no GC que apresentaram elevada contagem
de eosindfilos, ultrapassando o valor de normalidade (0 a 1.000 ul/% — FELDMAN,
2000).

Os mondcitos apresentaram-se dentro da normalidade para ambos os grupos ( 0-
1000 pL/% - FELDMAN, 2000), entretanto apresentaram-se discretamente mais
elevados para o GC .

A contagem de bastonetes, linfécitos e basofilos apresentaram dentro de padrédo
de normalidade de respectivamente: 0-100; 2260-8580; 0-290 uL/% - FELDMAN,
2000)
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5.3.4 Coagulograma
O TP apresentou-se acima do valor basal de referéncia (9,5-11,5 segundos
LOPES, et al, 2007; PARRY, 2009) desde o M0 para ambos 0s grupos e ndo apresentou
diferenca significativa entre 0os grupos ou momentos (tabela 24 e 25). Para o TTPa
houve diferenca significativa entre os grupos quando se compararam todos os
momentos associados (p< 0,0100) (tabela 9).

TABELA 9 - Comparacédo do tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPa) entre o

grupo controle (GC) e o grupo tratado (GT) associando-se todos 0s momentos.

TTPa (segundos)
Grupos Mediana Q1 Q3
GC 52* 47 57
GT 57* 51 72

* diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05). Q1= primeiro quartil; Q3= terceiro

quartil.

Observou-se que ao longo do tratamento com heparina os valores de TTPa eram
maiores para 0 GT, havendo diferenca significante no M3 (tabela 10), valor este 1,45
vezes maior que o basal e acima do valor de normalidade ( 21-45 segundos- LOPES, et
al, 2007; PARRY, 2009)

TABELA 10 - Comparacgédo do tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPa) entre o

grupo controle (GC) e o grupo tratado (GT) nos diferentes momentos.

TTPa ( segundos)
Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 56 45 60 60 55 62
M1 48 47 55 60 47 65
M2 57 55 60 80 53 98
M3 52* 50 55 87* 75 91
M4 52 50 56 54 51 80
M5 52 50 53 52 46 52
M6 52 47 58 57 51 62

M7 52 50 52 52 50 52
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* diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05). Q1= primeiro quartil; Q3= terceiro

quartil.
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FIGURA 19 - Comparagdo das medianas para o TTPa. As barras de erro representam o

primeiro e terceiro quartil.

5.3.5 Concentracdes séricas das proteinas de fase aguda
Dentre as PFA avaliadas no soro, obteve-se diferenga significativa entre os
grupos para a PCR (p < 0,0031), haptoglobina (p < 0016) e proteina ndo identificada (p

< 0,0186) quando se comparam todos os momentos associados (tabela 11).

TABELA 11 - Comparacdo das concentracdes séricas da proteina C reativa, proteina
ndo identificada nominalmente de 23kDa e da haptoglobina entre o Grupo Controle

(GC) e 0 Grupo Tratado (GT) em mg/dL, associando-se todos 0s momentos.

Proteina C Reativa Proteina ndo identificada Haptoglobina
Grupos Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
GC 15,3* 9,9 17,7 816,1* 648,1 9743 11,7* 73 17,3
GT 9,9* 72 130 946,6* 8275 10893 233* 10,6 38,6

* diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05). Q1= primeiro quartil; Q3= terceiro

quartil.

Observou-se diferenca significativa entre os grupos no M2 para a PCR (p <
0,037) e para haptoglobina no M6 (p<0,0367) (tabela 12).
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N&o houve diferenca significativa entre os grupos para as demais proteinas
avaliadas (tabela 26) quando se associaram todos 0s momentos.

TABELA 12 - Comparacdo das concentracdes séricas da Haptoglobina e Proteina C

reativa entre o Grupo Controle (GC) e o Grupo Tratado (GT) nos diferentes momentos

em mg/dL.
Haptoglobina (mg/dL)
Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 9,6 9,1 19,2 26,3 22,5 33,0
M1 17,0 7,3 19,6 29,2 25,0 49,4
M2 13,8 12,3 21,7 29,4 23,5 46,0
M3 15,5 11,0 22,0 12,7 9,0 18,9
M4 8,6 6,8 9,3 23,1 10,7 32,8
M5 12,9 3,6 15,0 16,4 9,2 36,5
M6 9,6* 8,1 12,7 29,8* 22,2 45,1
M7 7,3 6,5 12,1 16,7 12,0 38,8
Proteina C Reativa (mg/dL)
Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 17,4* 16,5 17,8 7,4* 4,6 11,8
M1 11,7* 8,7 16,6 10,4* 6,9 12,9
M2 15,3 9,5 15,4 7,6 4,6 8,4
M3 16,6 10,8 17,8 6,3 58 9,4
M4 13,6 12,7 17,3 11,6 9,8 13,5
M5 13,7 13,1 154 13,1 12,1 17,2
M6 18,1 12,1 19,6 9,8 9,0 12,2
M7 15,3 8,3 17,6 11,1 9,7 15,4

* diferenca significativa entre os grupos (p<0,05). Q1= primeiro quartil; Q3= terceiro

quartil.
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FIGURA 20 - Comparacédo das medianas das concentracdes séricas da haptoglobina. As

barras de erro representam o primeiro e terceiro quartil.

N&o houve diferenca significativa entre os grupos nos diferentes momentos para

as demais proteinas de fase aguda (tabela 27).

5.4 AvaliacGes do liquido peritoneal
Nos animais cuja puncao resultou em enterocentese acidental foi observada a
ocorréncia de edema na regido ventral do abddmen sem sinais clinicos ou

ultrassonograficos da ocorréncia de infeccéo.
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FIGURA 21 - Imagem ultrassonogréafica de regido ventral do abdémen, sendo possivel

observar a presenca de edema no subcutaneo.
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5.4.1 Avaliacdo macroscopica e fisico-quimica

O fluido peritoneal colhido previamente a cirurgia apresentou-se dentro da
normalidade: limpido a ligeiramente turvo.

Apds 12 horas da cirurgia todas as amostras apresentaram se avermelhadas e,
apos sedimentacdo eritrocitaria apresentavam a formacgdo de uma camada de células
nucleadas que se tornava ainda mais evidente apos a centrifugagéo.

Para os animais do grupo tratado, observou-se a manutencdo da coloracdo
avermelhada ao longo do periodo de tratamento. Obtendo-se diferenca significativa
entre 0s grupos (p < 0,0470), sendo 48 % das amostras do GC avermelhadas e 72 % das
amostras do GT avermelhadas. Nas andlises subsequentes, o fluido peritoneal adquiriu
gradativamente a diminuicdo da turbidez e coloracdo tendendo a normalidade (figura
23).

Observou-se a ocorréncia de coagulagdo positiva em amostras de apenas um

animal (8,57% das amostras), sendo este animal do grupo tratado.

FIGURA 22 - Evolucdo da coloragdo e aspecto do liquido peritoneal para o GT. A-
prévio a cirurgia; B- 12 horas apos a cirurgia; C- 2 dias apos a cirurgia; D- 4 dias ap0s a

cirurgia; E- 6 dias ap0s a cirurgia; F- 10 dias apds a cirurgia; G- 14 dias apds a cirurgia.

N&o houve diferenca significativa entre os grupos quando se associaram todos 0s
momentos ou quando se compararam 0s grupos nos diferentes momentos para as

variaveis densidade, p.H., glicose, aspecto, proteina ou fibrinogénio (tabela 28 e 29).
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Entretanto houve indicios do consumo de glicose no pds-operatorio para ambos
0s grupos, sendo observados valores inferiores a normalidade.

A concentracdo de proteinas e fibrinogénio elevou-se no pds-operatorio,
apresentando-se além do padrdo de normalidade (1,6 g/dL e 50 mg/dL respectivamente-
THOMASSIAN, 2005) para ambos 0s grupos.

Apesar de ndo haver diferenca entre 0s grupos nos diferentes momentos, 0
fibrinogénio demonstrou-se ligeiramente mais elevado no GT. Apds a laparotomia, e até
0 6° dia de pds-operatorio ambos 0s grupos apresentaram valores de fibrinogénio acima
da normalidade ( < 50 mg/dL- THOMASSIAN, 2005).

5.4.2 Citologia

N&o houve diferenca significativa entre os grupos quando se compararam todos
0s momentos associados ou em diferentes momentos, entretanto observou-se que 0s
animais do GT apresentaram valores discretamente maiores para a contagem total de
leucdcitos, linfécitos, mononucleares e eosinéfilos enquanto o GC apresentou valores
discretamente maiores de segmentados, macréfagos e células mesoteliais (tabela 30 e
31).

Apb6s a laparotomia, houve aumento da contagem de células nucleadas,
segmentados, mononucleares, linfocitos e macrofagos para ambos os grupos, estando
todos os parametros elevados em relacdo ao padrdo de normalidade (NEVES, et al,
2000; THOMASSIAN, 2005)

Houve diferenca significativa para a contagem de hemacias no liquido peritoneal
(P< 0.0365) entre os grupos quando se associaram todos 0s momentos e no M3
(p<0,0358) e M4 (p<0,0122) (tabela 13 e 14).

TABELA 13 - Comparagdo da contagem total de hemacias no liquido peritoneal entre o
grupo controle (GC) e o grupo tratado (GT) associando-se todos 0s momentos.

Hemacias/ pL

Grupos Mediana Q1 Q3
GC 33900* 7850 170850
GT 140700* 15800 1216050

* diferenca significativa entre os grupos (p<0,05). Q1= primeiro quartil; Q3= terceiro

quartil.
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TABELA 14 - Comparagdo da contagem total de hemacias no liquido peritoneal entre o

grupo controle (GC) e o grupo tratado (GT) nos diferentes momentos.

Hemaécias/ L

Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 6350 5550 9300 1650 340 4750
M1 390000 218400 475000 1306500 301150 2532600
M2 681050 226125 1315550 2632600 1240675 3085350
M3 88000* 63800 160800 572850* 462300 1708500
M4 30150* 8800 39600 321600* 261300 522600
M5 8800 5500 12600 83125 25550 140700
M6 7850 6050 10950 48825 15800 60300
M7 33900 12700 70350 9550 4200 44500

* diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05). Q1= primeiro quartil; Q3= terceiro

quartil.

FIGURA 23 - Citologia do liquido peritoneal de equino do GT. A - Grande quantidade

de hemacias livres e integras e moderada quantidade de células nucleadas no 4° dia de

pos--operatdrio (Aumento de 400x). B - 6° dia de pds-operatdrio: moderada quantidade

de hemacias livres e integras, presenca de neutrofilo; célula mononuclear; linfocito e

macrofago apresentando leucofagocitose (aumento de 1000x).
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FIGURA 24 - Liquido peritoneal de equino do GC ao 6° dia de pds-operatorio. Presenca

de célula mononuclear e macrofagos apresentando eritrofagocitose (aumento de 1000x).

5.4.3tPA, PAI-1e DimeroD

Os valores basais de tPA para ambos 0s grupos apresentaram-se ligeiramente
acima dos valores referidos na literatura (0,27 - 0,45 Ul/mL - DELGADO, et al, 2009).
Apo6s a cirurgia o tPA elevou-se para ambos excedendo o padrdo de normalidade e
qguando comparou-se 0s grupos apos associacdo de todos os momentos houve diferenca
significativa (p< 0,0069) para o tPa, obtendo-se as medianas de 2,6 (GC) e 2,0 (GT)
(tabelal5). Observou-se que na comparagdo entre 0s grupos nos diferentes momentos,
que apesar de as concentracdes do tPA serem menores no GT ao longo do periodo de
tratamento ndo houve diferenca significativa (tabela 33).

Os valores basais para o PAI-1 apresentaram se mais elevados que a referéncia
citada na literatura (0 - 2,37 Ul/mL - DELGADO, et al, 2009), e ndo sofreram alteragédo
apos o procedimento cirurgico. N&o se observou diferenga significativa (p< 0,7022)
entre grupos ou momentos (tabela 32 e 33).

Os valores basais de dimeros d apresentaram-se abaixo da normalidade (4,0 -
88,0 ng/mL- DELGADO, et al, 2009) sendo detectadas concentracbes < 0,5 ng/mL.
Apos a cirurgia observou-se aumento da formacao de dimeros para ambos 0s grupos e
nédo se identificou diferenca significativa entre os grupos quando se compararam todos
0s momentos combinados (p < 0,0745), porém obteve-se valores consideravelmente
maiores para 0 GC, sendo as medianas de 4.000 ng/mL (GC) e 1.500 ng/mL (GT)
(tabela 15). Apesar de os valores do dimero D apresentarem-se mais elevados no grupo
controle ao longo dos momentos de avaliagdo ndo houve diferenca significativa entre os

grupos nos diferentes momentos (tabela 33).
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TABELA 15 - Comparacao do ativador do plasminogénio tecidual (tPA) e dimero D

entre o grupo controle (GC) e o grupo tratado (GT) associando-se todos 0s momentos.

tPA (UI/mL) Dimero D (ng/mL)
Grupos Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
GC 2,59* 1,65 2,81 4000 500 8000
GT 2,03* 0,92 2,63 1500 0 6000

* diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05). Q1= primeiro quartil; Q3= terceiro
quartil.
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FIGURA 25 - Comparacdo das medianas das concentrac@es peritoneais dos dimeros D
entre 0s grupos nos diferentes momentos. As barras de erro representam o primeiro e
terceiro quartil.

5.4.4 Concentracdes peritoneais das proteinas de fase aguda
Obteve-se uma diferenca significativa (p< 0,0148) nas concentragdes peritoneais

da al anti tripsina entre os grupos (tabela 16).

TABELA 16 - Comparacdo das concentracdes peritoneais da al antitripsina entre o
Grupo Controle (GC) e o Grupo Tratado (GT) associando-se todos 0s momentos.

ol antitripsina (mg/dL)

Grupos Mediana Q1 Q3
GC 454,2* 356,2 513,8
GT 538,8* 398,5 717,6

* diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05). Q1= primeiro quartil; Q3= terceiro
quartil.
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Quando se compararam os diferentes momentos entre 0s grupos obteve-se
diferenca significativa (p< 0,0367) para ceruloplasmina no M1, al anti tripsina no M4
(p< 0,0122); al glicoproteina acida no M3 (p< 0,0200) e proteina ndo identificada no
M5 ( p<0,0369) (tabela 17).

As demais proteinas avaliadas ndo diferiram entre os grupos quando se

associaram 0s momentos ou nos diferentes momentos (tabela 34 e 35).

TABELA 17 - Comparagdo das concentragcdes peritoneais da al anti tripsina, ol
glicoproteina, ceruloplasmina e proteina ndo identificada entre o Grupo Controle (GC) e
0 Grupo Tratado (GT) nos diferentes momentos.

al antitripsina (mg/dL)

Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 132,1 114,2 160,9 235,1 128,4 490,5
M1 526,7 430,1 572,2 565,2 5111 725,4
M2 436,2 387,0 588,6 656,9 554,3 715,6
M3 461,2 4315 534,6 538,8 426,3 551,9
M4 489,4* 487,5 494,3 605,7* 599,6 727,9
M5 460,3 4275 513,0 718,8 450,4 807,8
M6 435,4 323,8 446,0 4454 361,2 478,3
M7 561,3 490,6 591,1 432,0 341,2 549,3
al glicoproteina acida (mg/dL)
Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 3,2 1,9 8,0 15,4 55 37,6
M1 27,0 26,9 32,0 38,2 30,3 76,6
M2 45,9 30,5 59,7 47,3 36,9 65,3
M3 33,5* 28,5 34,6 12,0* 8,0 14,6
M4 27,2 15,9 46,7 24,8 12,8 28,3
M5 19,7 9,9 52,7 20,5 7,4 49,4
M6 25,4 20,9 26,5 10,1 9,8 15,1
M7 14,1 13,3 26,2 8,6 4,4 26,7

Ceruloplasmina (mg/dL)
Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
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MO 0,1 0,0 0,4 0,6 0,4 2,3
M1 0,8* 0,7 1,7 2,3* 1,8 2,6
M2 1,1 0,7 1,9 1,9 15 3,2
M3 1,2 0,9 1,8 0,8 0,4 0,9
M4 1,4 0,8 1,4 1,3 0,6 1,7
M5 11 0,8 1,8 0,9 0,5 2,3
M6 11 0,5 1.2 0,6 0,5 18
M7 1,3 1,0 15 15 11 1,7
Proteina nao identificada nominalmente-23 kDa (mg/dL)
Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 45,8 44,3 204,0 117,4 65,1 316,2
M1 312,4 271,0 496,0 462,8 389,3 478,3
M2 381,1 329,7 527,7 434,7 359,8 481,4
M3 303,3 259,8 464,6 283,3 217,6 340,3
M4 226,7 223,7 307,0 366,1 314,9 376,6
M5 220,9* 210,4 245,6 367,2* 280,7 513,6
M6 248,0 190,3 353,7 204,7 197,1 282,9
M7 296,4 205,5 323,8 246,7 174,2 320,7

* diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05). Q1= primeiro quartil; Q3= terceiro

quartil.
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FIGURA 26 - Comparacdo das medianas das concentracdes peritoneais de
ceruloplasmina entre os grupos nos diferentes momentos. As barras de erro representam

0 primeiro e terceiro quartil.
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FIGURA 27 - Comparagdo das medianas das concentragdes peritoneais da ol
antitripsina entre os grupos nos diferentes momentos. As barras de erro representam o

primeiro e terceiro quartil.




Resultados 76

al glicoproteina acida (mg/dL)
4

FIGURA 28 - Comparacdo das medianas das concentracdes peritoneais da ol
glicoproteina acida entre os grupos nos diferentes momentos. As barras de erro

representam o primeiro e terceiro quartil.

5.5 Avaliacdo ultrassonografica

A metodologia aplicada (transabdominal) permitiu a avaliacdo de segmentos do
célon menor em aproximadamente 85% dos exames nos diferentes momentos, e
possivelmente dentre estes, apenas em uma pequena Proporcao acessou-se 0 segmento
submetido a enterotomia, sendo raramente observado segmentos com espessamento de
parede e perda da regularidade da arquitetura do 6rgéo.

O exame ultrassonografico na regido ventral do abddémen possibilitou a
avaliacdo do liquido peritoneal quanto a quantidade, ecogenicidade, homogeneidade,
floculacéo e presenca de fibrina.

Quanto a quantidade de liquido peritoneal livre ndo foi observada diferenca entre
0S grupos, entretanto observou-se haver variacdo individual entre os animais. Baseado
na escala de graduacdo empregada observou-se gque 0S animais mantiveram 0 seu
volume individual independentemente do procedimento cirdrgico. Observou-se ainda
que a partir do 10° dia de pos-operatorio houve discreto aumento da quantidade de
liquido livre para ambos 0s grupos, sendo este representado pelo aumento de uma cruz
na escala.

Baseando-se na escala de graduacdo proposta, observou-se aumento da
ecogenicidade apos 12 horas de cirurgia para ambos os grupos. O aumento da

ecogenicidade persistiu até o 14°dia, porém, com progressiva reducdo apés o 6° dia de
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pOs-operatério. Observou-se ainda, que o GT apresentou maior persisténcia da
ecogenicidade aumentada em relagéo ao GC.

TABELA 18 - Evolucdo da ecogenicidade do liquido peritoneal ao exame
ultrassonografico baseado no sistema de scores (porcentagem de animais).

GC GT

score0 scorel score2 score3 score0 scorel score?2 score3
MO 100%
M1 80% 20% 80% 20%
M2 100% 80% 20%
M3 100% 100%
M4 60% 40% 100%
M5 20% 60% 20% 40% 60%
M6 60% 20% 20% 100%
M7 80% 20% 100%

0 = normalidade, 1 = discreto aumento de ecogenicidade, 2 = leve aumento de
ecogenicidade, 3 = moderado aumento de ecogenicidade acompanhado da presenca de
fibrina e debris celulares.

Observou-se a presenca de codgulos de fibrina entre o 4-6° dia e de
irregularidades no peritonio parietal com deposicdo de fibrina nos pontos de

laparocentese.

5.6 Avaliacao laparoscopica
N&o foram observadas alteragdes na topografia visceral nos animais avaliados.
A quantidade e qualidade do liquido peritoneal avaliado macroscopicamente foram
variaveis, ndo sendo observadas diferencas entre 0s grupos. Apenas dois animais
apresentaram liquido peritoneal com elevada turbidez, porém tal caracteristica ndo se
apresentou diferenciada dos demais animais no exame ultrassonogréfico realizado no

dia anterior a laparoscopia.
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FIGURA 29 - liquido peritoneal livre no abddmen A- animal apresentando grande

volume de liquido livre, porém com pouca turbidez (a- parede abdominal, b — baco, ¢ —
intestino delgado); B- animal apresentando grande volume de liquido, escurecido e com

elevada turbidez (a — parede abdominal, b — baco, ¢ — intestino delgado).

Apbs a visualizacdo da cavidade abdominal como um todo, foram introduzidas
pincas atraumaticas para a manipulacdo do célon menor e deteccdo da area submetida a
enterotomia. Observou-se que durante tal manipulacdo, as regides do célon menor
adjacentes a regido da enterotomia apresentavam-se recobertas por uma fina camada de
exsudato fibrinoso e apresentavam-se friaveis e reativas a manipulacdo, tornando-se
rapidamente hemorragicas para ambos 0s grupos, porém em maior intensidade no GT.

Baseando-se no sistema de graduacdo em scores observou-se que reatividade
peitoneal difusa foi mais elevada para o0 GT. Obtendo-se para 0 GC, 60% de score 0, 20
% de score 1 e 20% de score 2 e parao GT, 60% de score 1 e 40 % de score 2.

Invariavelmente, a regido da enterotomia apresentou-se para ambos 0s grupos
recoberta por fibrina, sendo possivel observar a presenca da sutura realizada com fio
catgut ainda integra. Nao foram observadas diferencas entre os grupos para a deposicédo
de fibrina na regido da enterotomia, porém quando se avaliou a regido da sutura da
parede abdominal observou-se que houve maior deposicdo de fibrina nos animais do
GC.
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FIGURA 30 - Imagem laparoscdpica da regido colon menor submetida & enterotomia.
A, B, C- Grupo controle (regido da enterotomia em cdlon menor recoberta por fibrina) ;
D, E, F- Grupo tratado (regido da enterotomia em colon menor recoberta por fibrina;

segmento apresentando serosa hemorrégica apds breve manipulagéo).

5.7 Complicacdes decorrentes da enterotomia do célon menor

Para o animal 1 do GC, observou-se que, ap6s 10 dias de pds-operatorio, houve
aumento de volume e temperatura local na regido da sutura da laparotomia. Retirou-se o
ponto mais ventral da sutura a fim de possibilitar a limpeza da ferida e drenagem da
secrecdo, que se apresentou mucopurulenta. Ndo houve deiscéncia da sutura, porém,
observou-se a eliminacdo de fragmentos do fio catgut utilizado para a sutura da parede
abdominal. No 15° cumpriu-se a metodologia delineada e realizou-se a laparoscopia,
onde se observou intensa deposicdo de fibrina sobre o peritdnio parietal na regido da
sutura da parede abdominal e sobre segmentos do célon ventral e dorsal direito. O
segmento do célon menor submetido a enterotomia ndo foi idenificado, estando
possivelmente unido ao segmento do colon ventral direito através de aderéncia
fibrinosa, pois apds 45 dias, repetiu-se 0 exame laparoscopico ndo sendo encontrada

qualquer alteracdo e identificando-se a regido da enterotomia.



Resultados 80

FIGURA 31 - Imagens laparoscopicas do animal 1 do GC. A- deposicdo de fibrina
sobre o peritbnio parietal na regido da laparotomia na parede abdominal direita; B-
liquido peritoneal com elevada turbidez; C- formacdo de aderéncia fibrinosa entre
segmentos do colon ventral direito e célon menor proximo a regido da laparotomia; D-

reatividade peritoneal difusa e sobre segmento do célon dorsal direito.
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6 DISCUSSAO

6.1 Projeto piloto

E descrito na literatura que a realizagio da abras&o peritoneal com gaze propicia
ndo somente exacerbacdo da reatividade peritoneal, mas também desencadeia a
formagdo de aderéncias peritoneais (LOPES, 1988; HAY, 2001; KUTLAY, 2004),
entretanto tais estudos, quando realizados em equinos foram desenvolvidos no intestino
delgado. Possivelmente o colon menor, devido a suas caracteristicas anatémicas
circulatérias e de posicionamento entre outros aspectos, tenha reagido com menor
resposta inflamatéria local.

A realizacdo da enterotomia propiciou maior reatividade local, pois além da
resposta reparatoria local, houve maior inflamacao decorrente da presenca da presenca
da sutura naregido. Dessa forma, a enterotomia resultou em facil identificacdo do
segmento e desencadeou maior reatividade peritoneal. Optou-se portantanto, que no
delineamento no projeto de pesquisa, os animais fossem submetidos ndo somente a

abrasdo mas também a enterotomia de c6lon menor.

6.2 Enterotomia e abraséo peritoneal

Preconiza-se 0 acesso ao colon menor através da fossa paralombar esquerda
(BOLES, 1975; TURNER, 2002 ). Entretanto, optou-se pela realizacdo da laparotomia e
enterotomia de tal segmento via fossa paralombar direita, pois posteriormente seria
realizada laparoscopia via paralombar esquerda, e assim esta estaria preservada na
integridade normal, sem cirurgias prévias. Esta via paralombar direita permitiu acesso e
manipulacdo do colon sem dificuldades.

Devido a ocorréncia de infeccdo subcutanea e rejeicdo do material de sutura na
regido da ferida cirdrgica do animal 1 do GC, optou-se pela alteracdo do material e
técnica utilizada na sutura, substituindo-se o fio por poligalactina 910 em padréo Sultan
para a parede abdominal e também substituindo-se o padrdo de sutura da pele de pontos
simples separados para Wolff. Posteriormente & estas alteragdes ndo foram observadas
novas complicagdes. Segundo (TURNER, 2002) o fio de poligalactina 910 € indicado
para a realizagcdo de suturas de parede abdominal, possuindo menor reatividade que o
Catgut; j& o padrdo de sutura Wolff resulta em melhor distribuicdo da tenséo na sutura

de pele, diminuindo o risco de deiscéncia.
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Apesar da descrita complicacdo, foram realizadas todas as analises delineadas no
experimento, observando-se que, apesar da reacdo inflamatéria na ferida cirurgica ndo
houve alteracdes significativas de parametros clinicos e laboratoriais em relacdo aos
demais animais do GC, mantendo-se este animal no grupo experimental.

E descrito que a enterotomia do célon menor pode ser realizada paralela ao eixo
longitudinal do intestino, na teniae coli, situada na face antimesentérica, ou na
saculacdo adjacente, denominada haustra coli (TURNER, 2002). Optou-se por realizar
a enterotomia na face antimesenteérica, visto que esta regido foi descrita por Archer et al,
(1988); SHETA et al, (1995); LUCAS et al, (2001) e MONTELLO et al (2004) como o
local mais seguro e resistente, com menor hemorragia, melhor aposi¢do das bordas,
menor tempo operatorio e minima reacao inflamatoria.

A utilizacdo da infusdo continua de cloridrato de detomidina associada ao tartarato
de butorfanol permitiu boa qualidade de sedagdo. Foram realizados um total de 20
procedimentos cirargicos (10 laparotomias e 10 laparoscopias), dentre os quais em
apenas dois houve reacdo dos animais. Essa reacdo se deu possivelmente em
decorréncia de falha na técnica infiltrativa anestésica local associada a menor

responsividade dos animais em questdo ao protocolo de sedagéo.

6.3 Exame fisico

O intervalo de normalidade para a frequéncia cardiaca (FC) de equinos esta entre
20-40 bpm (McKEEVER & HINCHICLIFF, 1995). No presente estudo observou-se
que os animais do grupo controle obtiveram FC média dentro do padrdo de normalidade
e 0s equinos do grupo tratado apresentaram valores médios ligeiramente acima do
padrdo de normalidade.

Entretanto, esta alteracdo foi observada desde o momento inicial de avaliacdo
(MO0), sugerindo-se que os valores basais dos animais pertencentes ao GT fossem
superiores ao GC, ou que tais animais fossem mais facilmente estimulados com a
manipulacdo e contencdo. Na ocorréncia de situacdes de estresse ocorre a liberacdo de
catecolaminas como a epinefrina e norepinefrina, resultando em bloqueio do sistema
nervoso parassimpatico e controle atraves do sistema nervoso simpatico, que exerce
mediac&o no sistema cardiovascular, resultando em um aumento da FC (McKEEVER &
HINCHICLIFF, 1995). Aliado ao fato de a frequéncia cardiaca ser uma variavel

extremamente sensivel a estimulos ambientais, os animais pertencentes ao GT
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coincidentemente apresentavam temperamento diferenciado, sendo mais estressados a
manipulag&o.

Os animais do GC sofreram elevacdo da FC nas primeiras 12 horas apos a
cirurgia, porém mesmo elevada em relacdo ao MO, apresentou-se dentro do padrdo de
normalidade. O GT n&o apresentou alteracdo dos valores médios da FC nas primeiras 12
horas em relagdo ao MO, porém apresentou-se ligeiramente elevados em relagcdo ao
padrdo de normalidade. Para 0 GT, a FC oscilou entre o limite maximo de normalidade
(40 bpm) e ligeiramente aumentada (44 bpm) ao longo das avaliagdes.

A ocorréncia de anemia como complicacdo do uso prolongado de heparina é
descrito em equinos (MOORE & HINCHCLIFF, 1994). Apesar de a anemia poder
resultar em aumento da FC (GUYTON, 2011), os aumentos de FC observados no GT
ndo foram compativeis com 0os momentos onde ocorreu a diminui¢cdo mais intensa do
hematocrito.

Observou-se diferenca significativa entre grupos para a variavel temperatura
retal, que se apresentou ligeiramente mais elevada nos animais do GT, porém dentro do
padrdo de normalidade. Os animais de ambos 0s grupos apresentaram hipertermia pos-
operatdria nas primeiras 12 horas, sendo considerada hipertermia valores acima de 38,3
°C (FREEMAN, et al., 2012).

A hipertermia geralmente ocorre na presenca de um agente infeccioso, mediada
pela acdo de toxinas ou em decorréncia da liberacdo de pirdgenos devido a manipulacao
e trauma cirargico (BALLESTAS, 2007), como observado neste estudo. A liberacéo de
pirdgenos estimula diversas células como mondcitos, macrdfagos e celulas endoteliais a
liberarem citocinas que resultam no aumento da temperatura devido a vasoconstri¢éo e
contragdes involuntarias musculares (BALLESTAS, 2007).

A hipertermia ocorre frequentemente apds a laparotomia em equinos, entretanto
ndo esta necessariamente relacionada a ocorréncia de infeccdo. Nos animais avaliados, a
hipertermia observada ap6s 12 horas de cirurgia € compativel com 0 processo
inflamatdrio e ndo infeccioso, visto estar descrito que a hipertermia decorrente de
processo infeccioso é mais tardia, ocorrendo apdés 2,7 dias de pds-operatério
(FREEMAN, et al., 2012). Alem disso, os valores médios de temperatura retal foram
discretamente elevados, compativel com o descrito na literatura para hipertermia néo
associada a infec¢do (38,3 — 38,8 °C) (FREEMAN, et al., 2012).
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6.4 Avaliacbes hematoldgicas

6.4.1. Eritrograma

ApOs terapia prolongada com a heparina pode haver complicacdes, como
anemia, hemorragia, trombocitopenia, e sensibilidade dolorosa no local da aplicacéo.
Associada a estas complicacdes estd o fato de a heparina apresentar aumento crescente
na concentracao sérica (MOORE & HINCHCLIFF, 1994).

Referem-se como normalidade para contagem eritrocitaria em equinos, valores
entre 6,8-12,9 x 10° hemacias (FELDMAN, 2000). Apesar de ndo haver diferenca
significativa na contagem de hemacias entre os grupos quando se compararam todos 0s
momentos associados, observou-se que a mediana no GC (6,9 x 10°) foi maior do que
no GT (6,4 x 10°), e ainda, quando se comparou os grupos nos diferentes momentos,
observou-se diferenca significativa apds 48 horas do inicio do tratamento,
demonstrando que a utilizacdo da heparina reduziu a contagem total de eritrécitos.
Achado este condizente com o descrito por MOORE & HINCHCLIFF (1994);
BORGHESAN, (2010), que relatam a ocorréncia de anemia induzida pela utilizagéo
deste farmaco.

Inicialmente, a anemia induzida pela heparina em equinos foi classificada como
regenerativa (macrocitica), marcada por aumento no volume corpuscular médio (VCM)
e por reducdo de aproximadamente 50 % do hematocrito. A hemolise extravascular era
teorizada como a causa de indugdo da anemia, suspeitando-se que a heparina
opsonizava os eritrocitos facilitando a sua fogocitose através do sistema monocitico
fagocitario (MOORE & HINCHCLIFF, 1994).

Entretanto, esta hipdtese foi refutada apo6s a demonstracdo da aglutinacédo in
vitro das hemécias de cavalos heparinizados. Contadores automaticos de hemaécias
erroneamente contam células aglutinadas como células Unicas, sendo o aumento do
VCM e diminuicdo do ndmero de hemécias um artefato atribuido a este erro de
contagem laboratorial. Possivelmente no presente estudo o aumento do VCM se deu em
decorréncia deste artefato laboratorial.

A aglutinagdo das hemacias se da devido a acimulos na microcirculagdo, sendo
a diminuicdo da contagem total eritrocitaria parcialmente errbnea, visto que a
aglutinacdo pode ser parcialmente revertida apds a suspensdo do tratamento, como

observado nos animais tratados.
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Foi demonstrado que a real diminui¢do do hematdcrito € de 33 % e que a anemia
caracterizada pela administracdo de heparina é normocitica e normocrémica. A
aglutinacdo eritrocitaria aparenta ser heparina mediada, porém, a heparina sozinha néo é
capaz de causar aglutinacdo. Aparentemente, apos a aplicacdo da heparina ocorre uma
diminuicdo da atividade plasmatica proteolitica, que permite a aderéncia de substancias
proteicas & membrana eritrocitéria, causando a aglutinacdo (MOORE & HINCHCLIFF,
1994). Nesse sentido, Moore et al, (1987) realizaram tratamento subcutaneo em
equinos a cada 12 horas, durante 4 dias e demonstraram diminuicdo da aglutinacdo
eritrocitaria apds a adicdo de tripsina a suspensdo eritrocitaria em solugdo salina.

Corroborando com o descrito na literatura (MAHAFFEY & MOORE, 1986;
MOORE et al,.1987; GERHARDS 1991; MOORE & HINCHCLIFF, 1997), houve
diminuicdo progressiva do hematdcrito no grupo submetido a tratamento com heparina,
sendo esta diferenca significativa apds 48 horas do inicio do tratamento e ainda mais
significativo ao sexto dia. Os animais de ambos os grupos apresentavam no MO, valores
médios dentro do padrdo de normalidade, entre 32-53 % (FELDMAN, 2000); o GT
apresentou-se abaixo da normalidade apds 48 horas de tratamento, persistindo nessa
condicdo até o 6° dia de pds-operatdrio. Observou-se que ap6s a suspensdo da heparina
no 5° dia de pds-operatdrio, rapidamente ocorreu a recuperacao dos valores médios de
hematocrito para o padrdo de normalidade. Esta informacdo estd de acordo com o
descrito por MOORE & HINCHCLIFF (1994), que relatam réapida recuperacdo do
hematdcrito e contagem eritrocitaria apds a descontinuidade do tratamento, sendo
reestabelecida a normalidade em aproximadamente 96 horas. Esta rapida recuperagao
excede a capacidade fisioldgica eritropoiética dos equinos, sendo que para a
recuperacdo de 35 % do hematécrito seriam necessarias semanas (MOORE &
HINCHCLIFF, 1994).

A teoria defendida de que a diminuicdo da contagem eritrocitaria é devida a
aglutinacdo das hemécias na microcirculagdo (MAHAFFEY & MOORE, 1986;
MOORE et al.,, 1987; GERHARDS 1991; MOORE & HINCHCLIFF, 1994), é
consistente com a rapida recuperacdo da contagem de células ap6s a suspensdo do
tratamento (MOORE & HINCHCLIFF, 1994).

Apesar de ndo ter havido diferenca significativa entre os grupos para a Hb,
foram observadas maiores concentragdes no GC que no GT. Quando se compararam 0s

grupos nos diferentes momentos, observou-se diferenga significativa entre 0 2° e 6° dia
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de pos-operatorio, demonstrando que a aglutinagdo eritrocitaria mediada pela
administracdo da heparina no GT resultou também na diminuicdo dos valores da Hb.

6.4.2. Plaquetas, Proteinas totais e fibrinogénio

Observou-se que a utilizacdo da heparina influenciou os valores plaquetérios,
visto que apds procedimentos cirdrgicos ocorre aumento do nimero de plaquetas, e no
presente estudo, ocorreu diminuicdo significativa do nimero das mesmas no GT e
aumento no GC. Apesar de a diminuicdo da contagem plaquetéaria ter sido significativa,
néo se caracterizou trombocitopenia, sendo os valores de normalidade considerados de
100- 350 x 10%(FELDMAN, 2000). O GT apresentou diminuicdo progressiva nos
valores plaquetarios, resultando na significancia estatistica observada entre 0s grupos.
No quarto dia de pos-operatorio foi observada diferenca significativa entre os grupos e
rapida elevacdo dos valores ap6s a suspensdo do tratamento.

Em humanos, é comum a ocorréncia de trombocitopenia imuno mediada apds
tratamento prolongado com heparina. Suspeita-se que a heparina possa agir como um
hapteno para anticorpos anti-aglutinacdo, resultando na trombocitopenia (MOORE &
HINCHCLIFF, 1994). Em equinos, contudo, a trombocitopenia € mais raramente
observada, sendo frequente diminui¢do do nimero de plaquetas, porém de maneira nao
significativa (DUNCAN et al. 1983; MONREAL et al. 1995). Como observado no GT,
este tipo de trombocitopenia € classificada como ndo imune associada a heparina
(TOLLEFSEN & ZHANG, 2006).

Assim como a aglutinacdo é a possivel responsavel pela diminuicdo da contagem
eritrocitaria, possivelmente, seja também responsavel pela diminuicdo da contagem
plaquetaria, pois assim como observado para 0s eritrocitos, observou-se rapida
recuperacdo da contagem de plaquetas apds a suspensdo do tratamento. Apesar das
especulacBes demonstradas na literatura referente a tais complicagdes na espécie equina,
ainda ndo se conhece com clareza a real resposta desta espécie a terapia com heparina.

Obteve-se diferenca significativa entre os grupos para os valores de proteinas
plasmaticas quando se compararam todos 0s momentos combinados, sendo que o GT
apresentou valores mais elevados que o GC. Contudo, ambos apresentaram-se dentro do
padrdo de normalidade (5,8-8,7 g/dL- FELDMAN, 2000). Observou-se que o GT
apresentou valores mais elevados desde o MO, podendo a diferenga observada entre os
grupos ndo ser devida ao tratamento, mas sim ao valor basal diferenciado entre os

grupos.



Discussao 87

A diferenca significativa obtida entre os grupos no M5 pode ter se dado em
decorréncia da suspensdo do tratamento com heparina, visto que esta possui potencial
de ligacéo a proteinas plasmaticas (YOUNG, et al, 1997; CONRAD, 1998) e apds a sua
suspensdo, consequentemente, houve maior quantidade de proteina livre.

A concentracdo do fibrinogénio plasmatico é um indicador ndo especifico do
diagndstico e prognostico de processos inflamatérios em equinos, sendo que elevagdes
sdo expressdes sensiveis da ocorréncia de agressao tecidual e podem revelar alteracdes
dissociadas de participacdo infecciosa (MONTELLO, et al, 2004). Neste sentido,
esperava-se elevacdo nas concentragdes plasmaticas ap6s o procedimento cirdrgico e
diferenga significativa entre 0s grupos, pois, possivelmente, os animais do GT devido a
administracdo da heparina teriam menor taxa de conversao do fibrinogénio em fibrina e
possivelmente valores mais elevados de fibrinogénio durante o tratamento. Entretanto,
ndo foram observadas diferengas significativas entre os momentos para cada grupo, E
entre 0s grupos quando se combinaram todos 0s momentos, bem como entre 0s grupos
nos diferentes momentos para os valores do fibrinogénio. Possivelmente, a técnica
utilizada para quantificacdo do fibrinogénio (precipitacdo do calor- 56°C, seguida por
analise em refratdbmetro) associada ao nimero reduzido de animais avaliados em cada
grupo ndo favoreceu a observacdo da ocorréncia de diferenca estatistica, visto que o

método permite a obtencdo de valores em escala de 0,2 g.

6.4.3. Leucograma

Os valores totais e diferenciais de leucocitos ndo diferiram entre 0s grupos
quando se compararam todos 0s momentos associados ou nos diferentes momentos. E
descrita a ocorréncia de leucocitose (>14500 células - FELDMAN, 2000) ap6s 24 horas
da laparotomia (MONTELLO, et al, 2004), entretanto foi observada leucocitose para
ambos os grupos apés 12 horas de cirurgia.

N&o foi observada diferenca estatistica entre 0s grupos nos diferentes momentos
para os valores de neutréfilos e observou-se que apdés 12 horas do procedimento
cirdrgico houve aumento da contagem de neutréfilos para ambos 0s grupos, excedendo
o valor de normalidade (2260 a 8580ul/% - FELDMAN, 2000), caracterizando
neutrofilia.

A leucocitose observada inicialmente ndo correspondeu ao esperado, visto que
os neutréfilos do sangue distribuidos nos compartimentos circulantes e marginal

respondem rapidamente a numerosos estimulos quimiotéxicos relacionados ao processo
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inflamatorio, causando um aumento na marginacdo e migracdo destes, com imediata
diminuicdo do seu numero na circulagdo (ZINKL & MAHENDRA, 1997), sendo a
leucopenia um achado normal durante as fases iniciais pds-Operatorias, indicativa do
sequestro dos neutrdfilos para as algas intestinais comprometidas ou para a cavidade
abdominal nos casos de peritonite (FALEIROS, 2003).

Sugere-se que a intensidade do trauma cirurgico, apesar de ter elevado
consideravelmente a contagem de células nucleadas no liquido peritoneal, ndo tenha
sido suficiente para causar leucopenia ou possivelmente associado a diminuicdo dos
leucocitos no sangue periférico ocorreu o quadro denominado leucocitose
corticosterdide-induzida. A fase efetora da resposta imune consiste no recrutamento e
ativacdo dos leucocitos. Através de estimulos ao eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal,
com consequente liberacdo de corticosteroides pelo cortex da adrenal, aumentando a
concentracdo de corticosteroides enddgenos circulantes, em resposta ao estresse
fisiol6gico ou doengas, observam-se alteracdes nas contagens global e diferencial de
leucdcitos, destacando-se leucocitose e neutrofilia (BREIDER, 1993).

Assim como observado por Benjamin (1999) e Di Filippo (2009a), obteve-se
uma elevagdo da contagem de neutrdfilos apds o 6° dia da laparotomia, possivelmente
porque que os neutréfilos sdo os efetores fundamentais na defesa do organismo contra
as infeccdes bacterianas com o intuito de fagocitar micro-organismos, células mortas e
debris celulares.

Apesar de ndo ter havido diferenca significativa entre os grupos para 0s
eosindfilos, observou-se maior quantidade de células para o GC, sendo esta diferenca
devida a presenca de dois animais no GC que apresentaram elevada contagem de
eosinofilos, ultrapassando o valor de normalidade (0 a 1.000 ul/% - FELDMAN, 2000).
Possivelmente, apesar de tais animais terem sido submetidos a exame
coproparasitologico e vermifugados, apresentavam verminose, pois apresentavam
valores basais aumentados. A migracdo de larvas de parasitas pelos tecidos acarreta a
liberacdo de histamina, aumentando, consequentemente, o numero de eosindfilos
(DIFILIPPO, 2008).

Os mondcitos apresentaram-se dentro da normalidade para ambos os grupos (0-
1000 pL/% - FELDMAN, 2000); entretanto, apresentaram-se discretamente mais
elevados para o GC. Possivelmente esta discreta diferenga tenha sido obtida em

decorréncia ao pequeno nimero de animais avaliados em cada grupo.
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A contagem de bastonetes, linfocitos e basofilos apresentaram-se dentro do
padrdo de normalidade de respectivamente: 0-100; 2260-8580; 0-290 uL/% -
FELDMAN, 2000)

Os valores obtidos no leucograma para ambos os grupos variaram em relacao
aos valores basais, caracterizando a ocorréncia de resposta inflamatdria ao trauma
cirirgico com posterior resolucdo. Entretanto ndo apresentou detectou diferenca

significativa entre 0s grupos.

6.4.4. Proteinas séricas de fase aguda

As técnicas de eletroforese mais utilizadas em medicina veterinaria tém como
matrizes fitas de acetato de celulose (FAGLIARI et al., 1983; EDINGER et al., 1992)
ou filmes de agarose (MATTEWS, 1982), as quais apresentam valor limitado porque
permitem o fracionamento de apenas cinco a sete grupos de proteinas. Optou-se pela
realizacdo do fracionamento eletroforético para obtencdo dos valores de PFA, visto ser
um dos metodos mais confidveis de identificacdo de proteinas séricas e cuja técnica
relatada por Gordon (1995) em gel de acrilamida contendo dodecil sulfato de sddio
(SDS-PAGE) é relativamente simples e de baixo custo, possibilitando a visualizacdo de
concentracOes protéicas extremamente baixas e a identificagdo de 20 a 30 proteinas,
necessitando microguantidade de amostra.

Através da eletroforese foi possivel identificar a al antitripsina, al glicoproteina
acida, ceruloplasmina, haptoglobina, proteina c reativa, transferrina e uma proteina nao
identificada nominalmente de 23 kDa, que possivelmente representa um mondmero da
haptoglobina, conforme descrito para os ruminantes por Petersen et al, (2004).

Baseado no fato de a concentracdo plasmatica das proteinas de fase aguda ser
diretamente proporcional ao grau de lesdo tecidual e/ou de inflamacdo (KENT, et al,
1991; FAGLIARI, et al, 2008; JACOBSEN, et al, 2009), esperava-se e observou-se que
animais de ambos 0s grupos submetidos a laparotomia e enterotomia de célon menor,
independentemente do tratamento com heparina e anti-inflamatérios, apresentaram
modificacdo no seu perfil proteico, denotando-se resposta inflamatoria de fase aguda.

A haptoglobina é uma a2 globulina cuja fungdo bioldgica ¢ a de se ligar a
hemoglobina (Hb), evitando que suas fragfes livres resultem em lesdo oxidativa
tecidual. Além disso, a ligacdo da haptoglobina a Hb reduz a disponibilidade do ferro
para as bactérias, tendo indiretamente, funcdo antibacteriana (ECKERSALL, 2008).

Pacientes com anemia decorrente de hemolise apresentam diminui¢do na concentragao
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de Hp devido a sua ligagédo a Hb livre. Diferentemente dos humanos, 0s equinos, ao
receberem tratamento com heparina, ndo apresentam diminuicdo da contagem
eritrocitaria devido a hemolise, e sim devido a aglutinacdo na microcirculagdo
(MOORE & HINCHCLIF, 1994) conforme observado no grupo de animais em questéo.
Portanto, ndo se espera que a anemia observada nos equinos tratados com heparina
influencie as concentracdes séricas da Hp.

A Hp é considerada uma proteina de resposta moderada a inflamacéo, ou seja,
aumenta cerca de 5-10 vezes ap0s o estimulo, sendo relatado o aumento da
concentracdo plasmatica ou sérica em equinos apo6s cirurgias, inflamacoes
experimentais ou naturais, laminites e colicas (KENT, et al, 1991; PETERSEN, et al,
2004; ECKERSALL, 2008). Fagliari et al, (2008) descreve a haptoglobina como uma
proteina indicadora do prognostico na avaliacdo de lesdes abdominais. Nos animais
estudados, observou-se um aumento da haptoglobina de 1,8 vezes para o GC e 1,1 vezes
para 0 GT apds 12 horas de cirurgia, demonstrando que, apesar de ser uma proteina de
resposta moderada em equinos, ndo se elevou significativamente apds a cirurgia, pois
possivelmente o trauma cirdrgico nao foi capaz de desencadear um estimulo suficiente
para proporcionar tal elevacéo.

Entretanto, quando se compararam 0s grupos, associando-se todos os momentos,
observou-se diferenca significativa (p<0,0016), sendo as concentracdes séricas da Hp
mais elevadas nos animais tratados com heparina. Visto ser a Hp uma PFA positiva,
que se eleva na presenca de estimulo inflamatorio, e tendo a heparina como a principal
diferenga entre os grupos, infere-se que o0s animais submetidos a tratamento com
heparina responderam com aumento da resposta inflamatéria quando comparado aos
animais do GC.

Observou-se, ainda, diferenca significativa entre os grupos no M6 (décimo dia
de pos-operatério), sendo mais elevados os valores da Hp para os animais do GT.Tais
valores podem ter sido influenciados pela suspensdo do anti-inflamatdrio, visto ser o
M6 a segunda avaliacdo ap0s a suspensdo destes.

A proteina C reativa (PCR) possui funcdo bioldgica de ligar-se a patdgenos e
ativar o sistema complemento, resultando em opsonizacdo de bactérias, fagocitose,
producdo de citocinas inflamatérias e modulacdo da funcdo do neutrdfilo
(ECKERSALL, 2008). Valores elevados de PCR em equinos tém sido observados nas
pneumonias, laminites, enterites, artrites e apos castracdes (TAKIGUCHI et al, 1990;

PETERSEN et al, 2004). A PCR demonstrou diferenca significativa entre 0s grupos
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guando se associaram todos 0s momentos (p< 0,0031); antes da cirurgia e apds 12 horas
de sua realizacdo, tendo maior concentracdo plasmatica para o GC. Apesar de
demonstrar diferenca significativa entre os grupos, a PCR nédo é uma proteina de efeito
maior ou moderado na espécie equina, ao contrario como ocorre nos caes e suinos
(ECKERSALL, 2008). Dessa forma, as alteragGes encontradas em tal proteina tornam-
se menos importantes que as ocorridas para a Hp. Salienta-se que ndo se sabe a causa da
alteracdo pre-operatoria de tal proteina, nem mesmo se tais valores podem ter
interferido no M1.

Em ruminantes foi demonstrado que ap6s o fracionamento eletroforético das
PFA, existe uma proteina de 23kDa n&o identificada nominalmente que é descrita como
um monémero da Hp. Para os equinos, suspeita-se que a proteina ndo identificada
nominalmente de 23kDa represente 0 mesmo mondmero. Observou-se que esta
proteina, assim como a Hp, apresentou diferenca significativa entre os grupos (p<
0,0186), sendo mais elevada no GT; e, bem como a Hp, ndo aumentou
significativamente apds o trauma cirurgico para ambos 0s grupos.

Tem-se demonstrado um ndmero cada vez maior de evidéncias de que a
heparina pode afetar a resposta imune, podendo agir como um agente pré ou anti-
inflamatério (HOCHART, et al, 2008; HEINZELMANN, et al, 1999). Dentre os
efeitos anti-inflamatérios da heparina estad a sua capacidade de afetar a interacdo dos
leucdcitos com o endotélio vascular (YOUNG, 2008; LEVER, et al, 2010), diminuindo
a infiltragdo leucocitéria nos tecidos, devido a interferéncia nos mecanismos de ades&o,
migracdo e deslocamento de leucécitos (BELMIRO, et al, 2009; ARIMATEIA, 2011).

Em relacdo aos efeitos pro-inflamatdrios observados no presente estudo, a
heparina € capaz de aumentar a liberacdo de duas das principais citocinas participantes
do processo inflamatorio: a TNF-o e a IL-1B. O mecanismo pelo qual a heparina
estimula a liberacdo de tais citocinas ndo é totalmente esclarecido. Sabe-se que a TNF-a.
e a IL-1p s3o responsaveis pela indugcdo de moléculas de adesdo, producdo de
quimiocinas pelas células endoteliais e macrofagos, estimulo de reagentes de fase aguda
pelo figado e pelos efeitos sistémicos da inflamagdo, como a febre (ARIMATEIA,
2011).

A atuacdo da heparina como agente pro-inflamatorio ndo foi anteriormente
descrita em equinos. Entretanto, em ratos e humanos foram observados resultados
semelhantes aos encontrados neste estudo, onde se observou aumento da inflamagéo

quando se utilizou a heparina (BRITO, et al, 2008).
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Conforme citado por Fagliari, et al, (2008) as PFA demonstraram maior
sensibilidade que o leucograma na identificacdo da resposta inflamatéria e comparacéao

entre 0S grupos.

6.4.5. Coagulograma

Os animais respondem individualmente ao tratamento com a heparina, sendo
necessario a monitorizacdo laboratorial para o ajuste da dose ou suspensdao do
tratamento. Dentre os testes de monitorizacdo, o TTPa apresenta destaque, pois é
sensivel aos efeitos inibitérios da heparina sobre a trombina, o fator Xa e o fator 1Xa
(HIRSH et al,, 2001; BORGHESAN, 2010).

E descrito que os valores do TTPa devem estar de 1,5 a 2,5 vezes maiores que 0
valor basal do paciente para que o tratamento com heparina seja efetivo
(BOUNAMEAUX, et al, 1980). Segundo Duncan et al, (1983), a dose de heparina de
160 UI/Kg € capaz de resultar em aumento de 1,5-2,5 vezes o TTPa em relac&o ao valor
basal. Contudo, a dose utilizada no presente estudo (150 UI/Kg) resultou em aumento
méaximo de 1,45 vezes o valor basal apds 48 horas de tratamento e, apesar de nao ter
alcancado o valor desejado, a heparina demonstrou-se eficaz em diminuir a deposigédo
de fibrina.

A heparina atua na via intrinseca da coagulacdo. Dessa forma, o teste do tempo
de protrombina, que avalia a via extrinseca torna-se pouco sensivel para a avaliacdo dos
efeitos da heparina sobre o sistema de coagulagdo (KONKLE, 2006). Os resultados
obtidos no presente estudo estdo de acordo com tal informacéo, visto néo ter ocorrido
alteracdo nos valores do TP.

Anteriormente ao tratamento com heparina, foram obtidos valores de TP e TTPa
acima dos valores de normalidade descritos na literatura (9,5 a 11,5 segundos para o TP
e 21 a 45 segundos para o TTPa- LOPES, et al, 2007; PARRY, 2009). Assim sendo,
foram utilizados como referéncia os valores basais. Apos o inicio do tratamento foram
obtidos valores elevados de TTPa para o0 GT no M2 e M3, sendo tal prolongamento
esperado no tratamento com heparina e descrito por STERN-BALESTRA (2000);
FEIGE et al, (2003). Observou-se ainda que, apesar de o tratamento ter durado cinco
dias e a elevacdo do TTPa manter-se somente até a avaliacdo das 48 horas, é descrito
por GERHARDS, (1991) que os valores de TTPa aumentam mais significativamente

nos primeiros dias de terapia.
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6.5 Liquido peritoneal

A obtencdo do liquido peritoneal por meio da paracentese abdominal é
considerada uma pratica facil, segura e de baixo custo, representando o teste laboratorial
mais esclarecedor para auxiliar na classificacdo do tipo de doenca e também, para
determinar a severidade da lesdo abdominal, tornando a anélise do liquido peritoneal um
exame importante e Util ndo s6 para o diagndstico, mas também para o prognostico e
para o direcionamento da conduta clinica em equinos (NEVES, et al, 2000).

Assim como descrito por Blackford et al, (1986), Baxter et al, (1991), e Lopes et
al, (1998), algumas colheitas do fluido peritoneal foram improdutivas, tendo a causa
deste insucesso ndo descrita por tais autores. Porém, foi observado que nos animais
cujas colheitas foram improdutivas, o exame ultrassonografico demonstrou a presenca
de escasso volume de liquido, dificilmente visualizado entre as visceras durante
movimentos peristalticos.

A ocorréncia de enterocentese acidental com formacdo de celulite e edema foi
anteriormente descrita por Lopes et al, (1998) e observada em dois animais no presente

estudo.

6.5.1 Avaliacdo macroscopica e fisico-quimica

O fluido peritoneal colhido previamente a cirurgia apresentou-se limpido a
ligeiramente turvo, caracteristica descrita por Neves et al, (2000) como o padrdo de
normalidade para equinos SRD. A aparéncia ligeiramente turva de algumas amostras se
deu em decorréncia do temperamento de alguns animais e agitacdo no tronco de
contencdo, com excessiva movimentacdo da agulha hipodérmica utilizada para colheita
resultando em contaminacdo com sangue de algumas amostras.

Apds 12 horas da cirurgia, todas as amostras apresentaram se avermelhadas
devido ao sangramento cavitario trans-operatorio. Observou-se ainda que tais amostras,
apos sedimentacdo eritrocitaria, apresentavam a formacdo de uma camada de células
nucleadas que se tornava ainda mais evidente apés a centrifugacdo. Essa formacgéo era
caracteristica da fase inflamatoria inicial (12 horas), em decorréncia da elevada
contagem de células nucleadas.

Para os animais do grupo tratado, observou-se a manutencdo da coloracéo
avermelhada ao longo do periodo de tratamento. Essa coloracdo se deu em funcdo da

elevada contagem de eritrocitos no abdémen dos animais tratados com heparina. Em
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humanos, é descrita a ocorréncia do hemoperitdnio na decorréncia do tratamento com
farmacos anticoagulantes (LUCEY, et al, 2005).

Nas andlises subsequentes, o fluido peritoneal adquiriu gradativamente a
diminuicdo da turbidez e coloracdo, tendendo a normalidade.

Observou-se a ocorréncia de coagulagdo positiva em amostras de apenas um
animal (8,57% das amostras), sendo este animal do grupo tratado. Possivelmente a
coagulacdo se deu em decorréncia da grande quantidade de eritrocitos presentes no
liquido peritoneal.

Apesar de ndo haver diferenca significativa entre 0s grupos para 0 consumo de
glicose, observou-se que para ambos houve consumo ap6s a laparotomia.
Frequentemente associa-se 0 consumo de glicose com a ocorréncia de infeccdo ou
neoplasia abdominal (THOMASSIAN, 2005), N&o houve indicios de infeccdo
abdominal; dessa forma, a elevada contagem de células nucleadas e resposta
inflamatoria tenham possvelmente sido as responsaveis pelo consumo observado.

A concentracdo de proteinas e fibrinogénio elevou-se no pdés-operatorio,
apresentando-se além do padrdo de normalidade (1,6 g/dL e 50 mg/dL respectivamente-
THOMASSIAN, 2005) denotando resposta inflamatéria e estimulo reparatério. O
fibrinogénio demonstrou-se ligeiramente mais elevado no GT, possivelmente em
decorréncia de sua ndo conversao em fibrina, ndo ocorrendo, entretanto, diferenca entre

0s grupos nos diferentes momentos.

6.5.2 Citologia

No MO todos os animais apresentaram contagem total de células nucleadas
dentro da normalidade (NEVES, et al, 1999; THOMASSIAN, 2005; BROWNING,
2005). Nas primeiras 12-24 horas houve aumento significativo da contagem total de
células, representado principalmente por neutréfilos, pois estas células sdo as principais
constituintes do processo inflamatdrio inicial, atuam rapida e efetivamente como defesa
celular priméria contra microrganismos, com sua intensa atividade fagocitaria e
enzimatica, e possuem efeito quimiotatico sobre os mondcitos (DIFILIPPO, 2009).

E sugerido por Ricketts (1987) e Thomassian (2005) que valores entre 100.000 e
150.000 leucodcitos/uL representam grave inflamacdo abdominal com instalagdo de
extensa peritonite, provavelmente séptica, com sinais clinicos de hipertermia,

taquicardia e taquipneia (Mendes et al., 1999b). Apesar de terem sido obtidos no M1
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valores acima do descrito como grave inflamacg&o peritoneal (GC: 185.000 células/ pL e
GT : 165.900 células nucleadas/pL), ndo houve correlacéo clinica.

Apos as 12 horas iniciais houve progressiva diminui¢do da contagem total de
leucdcitos, com discreta elevacdo apds o 6° dia de pds-operatorio, coincidindo com a
suspensdo do anti-inflamatdrio.

Ap0s a laparotomia, ndo foi detectada diferenca significativa entre 0os grupos nos
diferentes momentos. Contudo, houve aumento para ambos os grupos na contagem de
células nucleadas, segmentados, mononucleares, linfocitos e macrofagos, estando todos
0s parametros elevados em relagédo ao padrdo de normalidade (NEVES, et al, 2000;
THOMASSIAN, 2005)

A cronologia celular observada no liquido peritoneal estd de acordo com
Cheong, et al, (2001) e DiZerega, (1990), que relataram ser o0s neutrofilos
polimorfonucleares, seguidos dos mondcitos, sequencialmente diferenciados em
macrofagos as primeiras células a aparecerem e permanecerem no liquido peritoneal nos
primeiros dois dias, seguidos no terceiro dia pelas células mesoteliais.

Devido ao fato de as células mesoteliais, mondcitos, macréfagos e linfocitos
serem células mononucleares, torna-se mais dificil observar a real evolugdo da
constituicdo do liquido peritoneal. Os linfocitos apresentam caracteristica tipica no
sangue periférico ou nos derrames cavitarios, ndo sendo englobados na contagem de
células mononucleares do liquido peritoneal, apesar de serem mononucleares. As
células descritas como mesoteliais no exame do liquidosdo as células tipicas. Contudo,
as atipicas sao englobadas na contagem de mononucleares, assim como 0s mondcitos
que deixaram o sangue periférico e adentraram a cavidade peritoneal tornando-se
macrofagos, somente diferenciados das demais células mononucleares pela presenca de
fagocitose. Dessa forma, possivelmente o aumento observado por volta do 1-5° dia nas
células mononucleares seja correspondente as células mesoteliais e mais tardiamente,
aos macrdfagos.

Houve diferenca significativa para a contagem de hemacias no liquido peritoneal
entre 0s grupos quando se associaram todos os momentos e no M3 e M4, sendo mais
elevada no GT devido a administracdo da heparina. Além da elevada contagem de
hemacias no liquido peritoneal devido ao sangramento trans-operatério, possivelmente
0 tratamento com heparina tenha resultado em manutencdo do deslocamento de

heméacias para o liquido peritoneal, sendo descrito em humanos a ocorréncia de
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hemoperitdnio em pacientes submetidos a tratamento com anticoagulantes (LUCEY, et
al, 2005).

6.5.3 tPA, PAI-1 e Dimero D

Foram obtidos valores peritoneais basais mais elevados que a normalidade para
o tPA (0,27 - 0,45 Ul/mL) e PAI-1 (0 - 2,37 Ul/mL), entretanto tais valores foram
apresentados na literatura por um anico trabalho (DELGADO et al., 2009), no qual
foram utilizados os mesmos Kits utilizados no presente estudo. Observou-se, porém que
0 armazenamento e centrifugacdo da amostra foram procedidos por diferente
metodologia, tendo sido o teste realizado no presente estudo em duplicata e conforme as
orientacdes do fabricante. Dessa forma optou-se por utilizar como valores basais de
referéncia, os valores obtidos no MO.

O resultado do tPA significativamente mais elevado no GC pode ter sido
encontrado em decorréncia da menor disponibilidade de fibrina a ser degradada pelos
animais do GT e maior ativacdo do tPA nos animais do GC para que ocorresse a
degradacéo dos coagulos de fibrina.

Observou-se ainda, que tal diferenca foi mais evidente entre 0 2° e 6° dia de pds-
operatério, provavelmente devido ao fato de o fibrinogénio se elevar apds 48 horas do
estimulo inflamatdrio e devido a manutencdo do tratamento com heparina até o 5° dia,
visto que posteriormente a sua suspensao houve aumento na concentracdo peritoneal de
tPA para o GT, equiparando-se ao GC.

Apesar de se esperar que o estimulo cirargico desencadeie lesdo mesotelial e
consequente diminuicdo do tPA, observou-se no presente estudo elevacdo do mesmo
para ambos 0s grupos apds a cirurgia, embora tal elevacdo ndo seja significativa
demonstrou-se que a intensidade do trauma aplicado ao procedimento cirargico nao foi
capaz de resultar em deplecdo do tPA e aumento do PAI-1, o que seria traduzido em
estimulo para reducéo da fibrinélise (HOLMDAHL, 1997; SHIMOMURA, et al, 2012).

Dessa forma, ressalta-se que apesar de o estimulo cirurgico ter resultado em
inflamacdo, ele ndo foi o suficiente para desencadear a formacdo de aderéncias
abdominais, visto a discreta elevacdo no PAI-1. Apesar de néo ter ocorrido elevagéo do
PAI-1 para ambos os grupos, observou-se através da diferenca entre 0s grupos para o
tPA que a heparina efetivamente diminui a formagéo de fibrina devido a menor ativagéo
do tPA.
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Achado este, que estd de acordo com a diferenca observada na taxa de formacgéo
de dimeros d (maior no GC), demonstrando que a heparina atuou inibindo a conversao
do fibrinogénio em fibrina.

Optou-se pela utilizacdo do teste de aglutinacdo do latex para determinar a
concentracdo de dimeros d, pois este apresenta vantagens quando comparado ao teste
ELISA e Imunofluorescéncia, com maior disponibilidade no mercado, facilidade de uso
e obtencdo rapida dos resultados (STOKOL, et al, 2005 ). A concentracao dos dimeros
d esta diretamente relacionada ao diagnostico e prognostico de equinos com cdlica,
sendo que quanto maior a sua concentragdo, pior é o prognostico (STOKOL, et al,
2005; DELGADO, et al, 2009; CESARINI, et al, 2010).

Apesar de ndo se ter obtido diferenca significativa entre os grupos para o dimero
D, foram observados valores mais elevados para os animais do GC, achado este, que
condiz com o esperado, visto que a cirurgia abdominal resulta em um estado de
hiperfibrinogénese e hiperfibrindlise (DELGADO, et al, 2009 ). Sendo o dimero D um
fragmento liberado exclusivamente pela lise da fibrina pela plasmina, infere-se que os
animais do grupo tratado com heparina, apesar de terem sido submetidos ao mesmo
procedimento cirdrgico obtiveram menores concentracfes de dimeros d por estarem
sujeitos a menor deposicdo de fibrina e apresentarem consequente menor taxa de
clivagem da mesma.

Devido ao GT apresentar menor concentracdo de tPA e menor formacdo de
dimeros d, conclui-se que o tratamento com heparina diminui a atividade fibrinolitica e
a formacdo de coéagulos de fibrina. Sabendo-se que valores elevados de dimeros d estéo
diretamente relacionados a um mau prognastico e alto indice de mortalidade, amplifica-
se 0 embasamento para utilizacdo da heparina em estados de hipercoagulabilidade e
apos cirurgias abdominais.

Apesar de os animais do presente estudo ndo terem apresentado aderéncias
abdominais, infere-se que os resultados obtidos demonstram o potencial de aplicacdo da
heparina na profilaxia das aderéncias abdominais, sendo necessarios estudos clinicos
que avaliem a utilizacdo da heparina em equinos acometidos por sindrome colica e

submetidos a laparotomia.

6.5.4 Concentracdes peritoneais das proteinas de fase aguda
A al antitripsina foi a Unica proteina que apresentou diferenca significativa entre

0s grupos no liquido peritoneal quando se compararam todos 0s momentos combinados
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e no quarto dia de pos-operatorio, sendo esta proteina mais elevada para os animais do
GT. Apesar de ser considerada uma proteina de efeito menor em equinos, apresentou
elevacdo superior a 2,5 vezes para ambos 0s grupos apds 12 horas de cirurgia. Segundo
Eckersall, 2008, a antitripsina faz parte da categoria de proteinas inibidoras das
proteases, atuando na neutralizagdo de enzimas proteoliticas durante o processo
inflamatorio. Sabe-se, porém, que a heparina possui a propriedade de diminuir a
atividade proteolitica plasmatica, mecanismo pelo qual resulta em aglutinacdo na
espécie equina. Dessa forma, pode-se suspeitar que o efeito proteolitico da heparina
associado a funcdo biolégica da antitripsina possa ter resultado em aumento da
inflamacéo no GT.

A al glicoproteina acida (AGP) possui fun¢do bioldgica ainda ndo bem esclarecida,
se ligando a diversos metabdlitos enddgenos, como a heparina, histamina, serotonina,
esteroides e catecolaminas. Na maioria das espécies, a AGP é uma PFA moderada, cuja
elevacdo € lenta e duradoura (PETERSEN, et al, 2004; ECKERSALL, 2008). Nos
animais avaliados observou-se maior elevacao dessa proteina ap6s 48 horas da cirurgia.
Acredita-se que a ligacdo da AGP a heparina resulte em menores concentracdes da AGP
nos animais tratados, fato este que foi observado no segundo dia de p6s-operatorio,
quando as concentragdes peritoneais da AGP foram significativamente maiores para o
GC.

Fagliari et al, (2008) refere que as proteinas capazes de detectar alteragdes mais
precocemente no liquido peritoneal sdo a haptoglobina e ceruloplasmina; entretanto a
haptoglobina apesar de sofrer elevacdo para ambos 0s grupos no pds-operatério ndo
detectou diferenca entre 0os mesmos . A ceruloplasmina atua como agente anti-
inflamatério, reduzindo a ades&o de neutréfilos ao endotélio. E uma PFA positiva,
apresentando-se elevada na resposta de fase aguda (MURATA, et al, 2004;
ECKERSALL, 2008). Observou-se que a ceruloplasmina proporcionalmente se elevou
mais no GC ap6s 12 horas, mas que a concentracdo no GT foi mais elevada,
possibilitando a deteccdo precoce de diferenca entre os grupos, sendo mais elevada no
GT 12 horas ap0s a cirurgia.

A proteina ndo identificada nominalmente elevou-se apds o trauma cirurgico
para ambos o0s grupos e apresentou diferenca significativa entre 0s mesmos no 6° dia de
poOs-operatdrio, sendo mais elevada no GT.

Observou-se que a avaliagdo das concentracgdes peritoneais das PFA foi capaz de

detectar diferencgas entre os grupos, sendo aparentemente mais sensivel que as PFA
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séricas e o leucograma para inferir a resposta inflamatoria dos grupos frente ao trauma

cirargico.

6.6 Exame ultrassonografico

Apesar de o exame ultrassonogréfico por via transretal ser 0 mais indicado para
avaliacdo do colon menor (REEF et al., 2004), optou-se pela via transabdominal para
que ndo houvesse interferéncia na cicatrizacdo da enterotomia, possivelmente devido a
metodologia aplicada ndo foi possivel acessar o clon menor na totalidade dos exames,
tendo sido este acessado em aproximadamente 85% dos exames nos diferentes
momentos. Além disso, dentre estes 85% de acessos, apenas em uma pequena
proporcéo se observou alteracfes nos segmentos avaliados (espessamentos de parede e
irregularidade na arquitetura do 6rgédo), sendo possivel que a metodologia ndo tenha
sido adequada para avaliar o segmento especifico submetido a enterotomia.

O aumento da ecogenicidade observado 12 horas apds a cirurgia, nos animais de
ambos 0s grupos, possivelmente ocorreu devido a migracdo celular resultante do
processo inflamatdrio abdominal e sangramento cirurgico intra-cavitario. Observou-se,
porém, que para os animais do GT nos dias subsequentes ndo houve a mesma taxa de
reducdo da ecogenicidade do liquido, como observado no GC. Possivelmente o
tratamento com heparina resultou em manutencdo do deslocamento de hemacias para o
liquido peritoneal, visto a elevada contagem eritrocitaria, aspecto macroscopico e ao
fato de que apds a suspensdo do tratamento observou-se gradativa diminuicdo da
ecogenicidade para o GT.

Devido a peritonite difusa pos-cirurgica instalada observou-se a presenca de
coagulos de fibrina entre o 4-6° dia e irregularidades no peritbnio parietal com
deposicdo de fibrina nos pontos de laparocentese para ambos 0s grupos. Tais achados
foram compativeis com os descritos na literatura para a inflamacéo peritoneal, que
referem aumento da ecogenicidade devido a elevada celularidade, perda da
homogenidade, deposicéo de fibrina e presenca de debris celulalres (REEF et al,. 2004;
DESROCHERS, 2005).

Apesar de o GT ter apresentado maior ecogenicidade do liquido peritoneal ndo
podemos inferir pelo exame ultrassonografico que estes animais apresentaram maior
reatividade peritoneal, pois a elevada celularidade correspondeu principalmente aos
eritrocitos, ndo sendo observada diferenca entre os grupos para a presenca de fibrina,

debris celulares e espessamentos de peritdnio e paredes intestinais.
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O exame ultrassonogréafico possibilitou a identificacdo do processo inflamatorio
peritoneal, porém ndo permitiu o rastreamento detalhado do colon menor. A utilizagdo
da via transabdominal pode ter influenciado na sensibilidade de deteccdo de alteractes

no colén menor.

6.7 Exame laparoscépico

A laparoscopia foi realizada através do acesso abdominal esquerdo,
procedimento este que segundo Silva (1995); Nébrega, (2010) permite a visualizagcdo do
cdlon menor. Para os animais de ambos 0s grupos avaliaram-se: a topografia visceral, a
quantidade e qualidade de liquido peritoneal, a presenca/auséncia de inflamagé&o
peritoneal visivel macroscopicamente, a reatividade do c6lon menor a manipulagéo e a
regido da enterotomia.

Apesar de alguns animais apresentaram liquido peritoneal com elevada turbidez,
ndo houve diferenca entre os grupos e ndo foi possivel identificar pelo exame
ultrassonografico diferenca de ecogenicidade entre os animais que apresentaram elevada
turbidez e os que ndo apresentaram pertencentes ao mesmo grupo.

Observou-se, que ambos 0s grupos apresentavam leve reatividade peritoneal
difusa, entretanto foi possivel identificar maior reatividade para os animais do GT.
Além disso, esses animais responderam a manipulacdo visceral com a formacdo mais
frequente de areas hemorragicas nos pontos de contato com as pincas. Era esperado que
0 GT apresentasse menor deposicao de fibrina na regido da enterotomia, entretanto ndo
se observou diferenga macroscopica entre 0S grupos.

A ndo visualiza¢do do colon menor para o animal 1 possivelmente resultou da
formacédo de aderéncia fibrinosa unindo este segmento ao célon dorsal direito, pois ap6s
45 dias, repetiu-se o exame laparoscopico ndo sendo encontrada qualquer alteracédo e
identificando-se a regido da enterotomia.

O exame laparoscopico permitiu uma analise minuciosa da cavidade abdominal
e da &rea submetida a enterotomia, demonstrando ndo haver diferenca significativa no
aspecto macroscépico da regido da enterotomia quanto a deposicdo de fibrina; Contudo,
permitiu inferir uma discreta diferenca de reatividade peritoneal difusa e a manipulacao
visceral, apresentando-se os animais do GTmais reativos.

A associacdo do exame ultrassonografico e laparoscopico permitiram o acesso

detalhado da cavidade abdominal, o exame ultrassonografico permitiu a avaliagdo da
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inflamacdo peritoneal difusa, enquanto a laparoscopia permitiu analise detalhada do

segmento submetido a enterotomia.
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7 CONCLUSOES

O tratamento com heparina, na dose utilizada ndo resultou em dimimuicdo da

reatividade peritoneal pds enterotomia, apesar de laboratorialmente ter demonstrado

reducdo na formac&o de coagulos de fibrina.

A heparina na dose utilizada resultou na ocorréncia de diminui¢do da contagem
eritrocitaria e do hematocrito apos 48 horas de utilizacdo, caracterizando anemia
transitoria;

A mensuracao das concentracdes séricas e peritoneais das PFA foram efetivas
para acessar a reatividade peritoneal poOs-operatoria, demonstrando-se mais
sensiveis que o leucograma e a citologia do liquido peritoneal;

As concentracdes das PFA foram mais elevadas para os animais do GT,
caracterizando a atuacdo da heparina na dose de 150Ul/Kg como agente pro-
inflamatorio;

A avaliagdo das concentragdes peritoneais do tPA e dos dimeros d possibilitaram
acessar o sistema fibrinolitico nos animais pesquisados e demonstraram que a
utilizacdo da heparina resultou em menor deposicdo de fibrina e consequente
menor formagao de dimeros d;

Apesar de o TTPa ndo ter alcancado os niveis terapéuticos ideais (1,5-2,5 vezes
o0 valor basal do paciente) observou-se que a dose utilizada de heparina foi capaz
de reduzir a deposicéo de fibrina;

O exame ultrassonogréafico possibilitou a identificacdo do processo inflamatério
peritoneal, porém ndo permitiu a deteccdo de diferencas entre 0s grupos e o
rastreamento detalhado do c6lon menor;

O exame laparoscopico permitiu uma analise minuciosa da cavidade abdominal,
demonstrando discreta superioridade na reatividade peritoneal difusa para o GT
desacompanhada de diferenca macroscépica entre 0s grupos para a deposicao de

fibrina na area submetida a enterotomia.
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TABELA 19 - Comparacdo da frequéncia cardiaca e frequéncia respiratoria entre o

Grupo Controle (GC) e Grupo Tratado (GT) nos diferentes momentos.

Frequéncia Cardiaca (bpm)

Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 36 36 40 44 44 44
M1 40 40 44 44 40 44
M2 36 32 36 40 40 48
M3 36 36 36 40 40 44
M4 36 32 36 44 32 56
M5 36 36 40 44 32 48
M6 36 32 36 40 36 44
M7 36 36 36 44 32 44
Frequéncia Respiratoria (mpm)
Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 20 20 20 20 20 20
M1 20 16 20 24 24 24
M2 20 16 20 20 16 20
M3 20 16 20 20 16 20
M4 16 16 16 20 12 24
M5 16 16 16 20 16 20
M6 16 16 16 20 12 20
M7 16 16 20 20 12 20

N&o houve diferenca significativa entre os grupos. Q1= primeiro quartil; Q3= terceiro quartil.
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TABELA 20 - Comparagdo dos valores de hemécias, hemoglobina, hematocrito e
CHCM entre o grupo controle (GC) e o grupo tratado (GT).

Hem@cias (x 10°) Hemoglobina

Grupos Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
GC 6,9 6,6 7,4 11,7 11,0 12,4
GT 6,4 4,6 7,5 11,0 8,9 12,7

Hematdcrito CHCM

Grupos Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
GC 33 31 35 35,8 35 36,6
GT 32 27 36 354 34,35 36,45

Né&o houve diferenga significativa entre os grupos. Q1= primeiro quartil; Q3= terceiro quartil.

TABELA 21 - Comparacdo dos valores do fibrinogénio entre o Grupo Controle (GC) e
0 Grupo Tratado (GT).
Fibrinogénio (mg/dL)

Grupos Mediana Q1 Q3
GC 400 400 400
GT 400 400 600

Né&o houve diferenga significativa entre os grupos. Q1= primeiro quartil; Q3= terceiro quartil.

TABELA 22- Comparacdo dos valores do fibrinogénio entre o Grupo Controle (GC) e 0
Grupo Tratado (GT) nos diferentes momentos.
Fibrinogénio (mg/dL)

Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 400 300 400 200 200 400
M1 400 200 400 400 400 600
M2 400 200 400 500 400 800
M3 400 400 600 600 400 600
M4 400 400 400 400 400 600
M5 400 400 400 600 200 600
M6 600 400 600 400 400 600
M7 400 400 400 400 400 400

N&o houve diferenca significativa entre os grupos. Q1= primeiro quartil; Q3= terceiro quartil.



Anexos 120

TABELA 23 - Comparacao dos valores do leucograma entre o Grupo Controle (GC) e 0

Grupo Tratado (GT).
Leucdcitos totais (10*/pl) Segmentados (10%/pl)
Grupos Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
GC 10200 7800 13000 5600 4204 8150
GT 10200 7700 12800 6143 4027 7817
Bastonetes (10°/pl) Linfocitos (10°/pul)
Grupos Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
GC 0 0 0 2752 1835 3664
GT 0 0 0 2910 2385 3364
Eosindfilos (10°/ul) Mondcitos (10°/ul)
Grupos Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
GC 403 72 588 590 369 871
GT 246 0 502 544 326 862

Né&o houve diferenga significativa entre os grupos. Q1= primeiro quartil; Q3= terceiro quartil.

TABELA 24 - Comparacao dos valores do leucograma entre o Grupo Controle (GC) e 0
Grupo Tratado (GT) nos diferentes momentos.

Leucdcitos totais (10*/ul)

Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 10200 9600 13200 11400 10700 11700
M1 15500 14700 18400 15500 11400 16400
M2 12300 12200 15000 9300 8000 16300
M3 7900 7800 10600 6400 5500 7900
M4 8600 7200 10200 8000 6500 8000
M5 9200 7800 10600 9500 7500 10000
M6 11000 9200 11600 13000 11800 13500
M7 9300 8300 10000 10400 9700 12600
Neutrofilos (10°/ul)
Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 5610 4521 5676 6206 5203 6318
M1 11025 10695 15120 11470 9462 12709
M2 10332 7076 11550 6882 6080 13203

M3 4380 3978 7420 2816 1870 4977
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M4 4176 3268 4270 3360 2600 3520
M5 4240 4232 4446 4620 4465 5800
M6 6160 4784 8064 7695 7670 8450
M7 5871 3320 6138 6760 5626 7938
Bastonetes (10°/pl)
Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 0 0 0 0 0 0
M1 0 0 72 0 0 0
M2 0 0 0 0 0 0
M3 0 0 0 0 0 0
M4 0 0 0 0 0 0
M5 0 0 0 0 0 0
M6 0 0 0 0 0 0
M7 0 0 0 0 0 0
Linfocitos (10°/pul)
Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 2750 2688 5544 4173 3627 4446
M1 2793 1652 3213 2624 2288 2790
M2 2338 1599 2850 2158 2139 2445
M3 2962 2262 3375 2915 2054 3136
M4 2754 2376 3698 2960 2860 3040
M5 3562 2184 3956 2904 2325 3100
M6 2208 1911 3200 3068 2940 3105
M7 2139 1500 3502 3312 2898 3395
Eosindfiloss (10*/ul)
Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 660 424 918 213 114 363
M1 0 0 0 0 0 208
M2 0 0 0 0 0 0
M3 474 212 540 0 0 256
M4 612 539 688 325 282 480
M5 411 405 424 500 285 525

M6 348 220 828 650 236 728
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M7 465 400 564 504 288 520
Mondcitos (10*/pl)
Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 768 685 918 355 214 468
M1 465 144 567 820 728 930
M2 600 552 668 320 279 332
M3 624 540 1264 715 370 869
M4 860 576 1326 960 846 1060
M5 685 368 742 825 500 855
M6 580 512 990 588 390 826
M7 470 309 558 416 292 485

N&o houve diferenca significativa entre os grupos. Q1= primeiro quartil; Q3= terceiro quartil.

TABELA 25 - Comparacao do tempo de protrombina (TP) entre o grupo controle (GC)
e o0 grupo tratado (GT).
TP (segundos)

Grupos Mediana Q1 Q3
GC 16 15 17
GT 15 14,5 17

N&o houve diferenga significativa entre os grupos. Q1= primeiro quartil; Q3= terceiro quartil.

TABELA 26 - Comparacao do tempo de protrombina (TP) entre o grupo controle (GC)
e o0 grupo tratado (GT) nos diferentes momentos.
TP (segundos)

Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 16 15 17 15 15 16
M1 16 16 17 17 17 17
M2 18 17 18 16 16 19
M3 17 17 19 16 16 17
M4 16 15 16 14 14 17
M5 15 15 15 15 14 15
M6 16 14 16 14 14 15
M7 15 15 15 15 14 16

N&o houve diferenca significativa entre os grupos. Q1= primeiro quartil; Q3= terceiro quartil.
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TABELA 27 - Comparacdo das concentracdes séricas (mg/dL) das proteinas de fase
aguda entre o Grupo Controle (GC) e o Grupo Tratado (GT).

Haptoglobina Nao identificada Proteina C Reativa

Grupos Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
GC 11,7 7,3 17,3 816,1 648,1 974,3 15,3 99 177
GT 23,3 10,6 38,6 946,6 827,5 1089,3 9,9 72 130

Né&o houve diferenga significativa entre os grupos. Q1= primeiro quartil; Q3= terceiro quartil.

TABELA 28 - Comparacdo das concentracdes séricas (mg/dL) das proteinas de fase
aguda entre o Grupo Controle (GC) e o0 Grupo Tratado (GT) nos diferentes momentos.

al antitripsina

Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 998,7 880,1 1250,6 1145,9 812,2 1395,8
M1 897,9 835,9 1023,0 1205,3 1038,6 1281,7
M2 872,4 840,5 1265,4 1176,0 694,1 1263,2
M3 852,2 71,7 1176,4 11184 776,6 1217,6
M4 975,5 923,2 998,1 1186,4 1081,5 1326,3
M5 837,8 797,2 1051,0 1195,2 1120,8 1245,5
M6 824,0 817,2 911,1 1198,5 862,4 1209,1
M7 932,3 810,6 1009,0 1081,1 697,3 1295,9
al glicoproteina acida
Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 41,3 32,1 45,6 40,1 33,9 60,2
M1 34,4 33,5 36,1 27,1 26,9 39,9
M2 48,3 46,1 48,4 34,0 28,4 65,4
M3 60,8 45,9 61,0 48,4 33,8 63,8
M4 48,2 44,6 62,9 67,8 30,4 75,4
M5 53,5 37,2 62,2 68,4 36,1 78,5
M6 41,3 38,7 43,4 63,0 46,4 73,0
M7 28,1 22,5 43,3 39,7 39,0 60,2

Ceruloplasmina

Grupo Controle Grupo Tratado

Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3

MO 8,4 6,0 10,1 53 4,0 8,4




Anexos 124

M1 3,9 3,8 6,2 7,7 7,4 9,1
M2 5,6 3,6 6,5 5,8 2,8 6,2
M3 43 34 6,7 34 3,3 4,7
M4 34 19 10,2 6,2 53 8,2
M5 3,5 3,0 5,2 58 3,9 6,2
M6 6,2 2,4 7,8 57 4,5 7,1
M7 6,5 52 9,0 7,3 1,9 8,0
Proteina néo identificada nominalmente
Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 734,2 691,8 850,9 987,0 886,4 1191,3
M1 1010,9 766,2 1062,4 973,1 947,5 1111,7
M2 938,4 7374 967,6 945,8 939,0 1042,1
M3 756,8 622,4 964,0 820,9 783,6 1042,6
M4 803,9 673,8 933,3 810,2 800,1 845,7
M5 867,0 761,5 890,6 954,1 835,8 1028,6
M6 764,1 723,8 905,8 915,5 894,6 1138,1
M7 828,4 580,6 965,2 1084,0 904,5 1088,9
Transferrina
Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 460,4 260,4 575,7 346,3 308,1 525,3
M1 213,6 202,6 299,4 378,4 3131 483,2
M2 3339 289,3 4524 399,5 360,7 4247
M3 245,2 205,9 412,0 356,5 162,6 456,9
M4 204,5 1841 4455 397,6 362,9 416,6
M5 220,7 195,7 394,8 3939 319,9 508,8
M6 429,8 302,8 596,4 513,2 364,3 5194
M7 459,1 395,9 581,6 407,4 341,0 407,5

N&o houve diferenca significativa entre os grupos. Q1= primeiro quartil; Q3= terceiro quartil.
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TABELA 29 - Comparagdo das caracteristicas fisico-quimicas do liquido peritoneal
entre o grupo controle (GC) e o grupo tratado (GT).

Densidade (mg/dL) pH
Grupos Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
GC 1026 1022 1028 8 8 8,5
GT 1026 1020 1030 8 8 8,5
Proteina (g/dL) Glicose (mg/dL)
Grupos Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
GC 3,2 2,8 4 100 50 100
GT 3,6 2,6 4,6 50 50 100
Fibrinogénio (mg/dL)
Grupos Mediana Q1 Q3
GC 200 0 200
GT 200 0 400

N&o houve diferenga significativa entre os grupos. Q1= primeiro quartil; Q3= terceiro quartil.

TABELA 30 - Comparagdo das caracteristicas fisico-quimicas do liquido peritoneal
entre o grupo controle (GC) e o grupo tratado (GT) nos diferentes momentos.
Densidade (mg/dL)

Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 1016 1010 1020 1012 1010 1014
M1 1032 1028 1032 1030 1030 1032
M2 1028 1025 1028 1026 1026 1028
M3 1026 1024 1028 1025 1022 1029
M4 1024 1024 1028 1026 1026 1028
M5 1026 1026 1028 1028 1022 1036
M6 1024 1022 1024 1020 1020 1026
M7 1026 1024 1026 1023 1019 1028
pH
Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 9,0 9,0 9,0 8,5 8,0 9,0
M1 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0
M2 8,0 8,0 8,3 8,3 8,0 8,8

M3 8,0 8,0 8,0 8,3 8,0 8,8
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M4 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0
M5 8,0 8,0 8,5 8,0 8,0 8,0
M6 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0
M7 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0 8,3
Proteina total (g/dL)
Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 1,0 1,0 14 1,4 0,8 1,6
M1 4,6 4,0 4,6 4,6 4,6 4,6
M2 4,1 3,4 4.4 4.4 3,7 51
M3 34 3,2 4,0 3,7 3,6 4,1
M4 3,2 3,0 3,6 3,8 3,8 5,2
M5 3,0 3,0 3,6 4,8 0,3 5,2
M6 3,2 3,0 34 34 3,0 3,6
M7 3,8 3,0 3,8 3,0 2,4 3,7
Glicose (mg/dL)
Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 100 100 100 300 100 300
M1 50 50 50 0 0 50
M2 75 50 100 50 25 50
M3 100 100 100 75 50 100
M4 100 100 100 100 50 100
M5 100 50 100 100 50 100
M6 50 50 100 50 50 100
M7 50 50 100 75 50 100
Fibrinogénio (mg/dL)
Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 0 0 0 0 0 0
M1 200 0 400 400 200 400
M2 100 0 300 300 100 500
M3 200 0 200 300 100 400
M4 400 200 400 200 0 200
M5 0 0 200 100 0 200
M6 200 0 200 200 200 200
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M7 200 200 200 0 0 100

N&o houve diferenca significativa entre os grupos. Q1= primeiro quartil; Q3= terceiro quartil.

TABELA 31 - Compara¢do da citologia do liquido peritoneal entre o grupo controle
(GC) e o grupo tratado (GT).

Células nucleadas/ puL

Grupos Mediana Q1 Q3
GC 59850,0 34650,0 154825,0
GT 69900,0 27352,0 159600,0
Segmentados / pL Mononucleares / pL
Grupos Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
GC 50490,0 29040,0 143420,0 2670,0 800,0 7502,0
GT 42872,0 20787,5 142290,0 4896,0 896,7 10885,2
Linfocitos tipicos / pL Macréfagos / pL
Grupos Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
GC 1914,0 1039,5 3700,0 1039,5 0,0 3096,5
GT 2373,0 1439,2 3921,2 820,6 0,0 44520
Células mesoteliais / pL Eosinofilos / uL
Grupos Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
GC 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
GT 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 441,0

Né&o houve diferenga significativa entre os grupos. Q1= primeiro quartil; Q3= terceiro quartil.

TABELA 32 - Comparac¢do da citologia do liquido peritoneal entre o grupo controle
(GC) e o grupo tratado (GT) nos diferentes momentos.

Células nucleadas/ pL

Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3

MO 743,0 742,0 1000,0 800,0 787,0 1365,0

M1 185000,0 152500,0  206400,0  165900,0 159600,0  193200,0
M2 184325,0 145275,0  210725,0  152348,5 87248,5 279825,0
M3 63000,0 56100,0 68200,0 118650,0 71962,0 258300,0
M4 36300,0 21945,0 47850,0 43050,0 35647,0 48900,0
M5 48950,0 34650,0 59850,0 49404,5 27352,0 71457,0
M6 61862,0 37370,0 65940,0 44100,0 21315,0 69900,0
M7 70195,0 46712,0 89000,0 140250,0 84500,0 168150,0
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Segmentados / pL
Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 364,1 267,1 580,0 221,0 208,0 4725
M1 159100,0  128100,0  175440,0  143640,0  139356,0  160356,0
M2 145869,3 121889,5 159744,8 112877,7 55017,4 229372,5
M3 51030,0 50490,0 56606,0 107971,5 37420,2 232470,0
M4 29040,0 18214,4 42108,0 29340,0 26735,3 30565,5
M5 42097,0 31185,0 50872,5 31830,9 20787,5 428742
M6 47633,7 33633,0 57367,8 39690,0 17691,5 60813,0
M7 60367,7 37836,7 80990,0 128061,0 78352,0 154008,0
Mononucleares / pL
Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 274,9 153,0 360,0 5440 196,8 805,4
M1 14448,0 6100,0 18500,0 19908,0 12768,0 27048,0
M2 23432,5 15958,5 36085,0 16467,6 8120,1 39217,5
M3 7502,0 4587,9 9450,0 7119,0 6476,6 25830,0
M4 2392,5 2178,0 24140 4277,6 3423,9 5868,0
M5 1958,0 1890,0 5386,5 6096,1 2188,2 10004,0
M6 1675,8 1494.8 3465,0 1323,0 637,9 7689,0
M7 794,0 0,0 2670,0 932,0 0,0 3380,0
Linfécitos / pL
Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 104,0 60,0 204,0 78,7 40,0 85,0
M1 4053,0 3700,0 12200,0 3318,0 1596,0 38745
M2 4672,5 21945 6518,0 4782,8 3047,0 8583,8
M3 2520,0 1683,0 2728,0 2373,0 1439,2 10332,0
M4 1914,0 1533,0 19415 3921,2 3660,7 6457,5
M5 1254,0 1039,5 2205,0 2713,0 21437 3282,2
M6 3093,1 1675,8 3297,0 1764,0 1488,3 23447
M7 1548,3 1191,0 2670,0 2115,0 1590,0 5176,5
Macrofagos / puL
Grupo Controle Grupo Tratado

Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
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MO 7,4 0,0 12,0 12,6 8,0 17,0
M1 1850,0 0,0 4128,0 1596,0 0,0 1659,0
M2 0,0 0,0 2499,8 3759,0 0,0 23110,5
M3 561,0 0,0 1364,0 5166,0 1186,5 25186,7
M4 1435,5 0,0 19415 489,0 0,0 7129
M5 1795,5 1039,5 1958,0 7556,0 820,6 14291,4
M6 1318,8 747,4 6804,8 882,0 0,0 2764,1
M7 3096,5 2670,0 3509,8 3774,0 845,0 7617,0
Células Mesoteliais / pL
Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 41,0
M1 0,0 0,0 2064,0 0,0 0,0 0,0
M2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
M3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 719,6
M4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
M5 315,0 0,0 598,5 851,3 2735 1429,1
M6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 425,2
M7 0,0 0,0 702,0 0,0 0,0 0,0
Eosindfilos / pL
Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
M1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
M2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 604,7
M3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 719,6
M4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
M5 598,5 0,0 693,0 357,3 0,0 714,6
M6 0,0 0,0 373,7 213,2 0,0 441,0
M7 0,0 0,0 467,1 790,5 0,0 1681,5

N&o houve diferenca significativa entre os grupos. Q1= primeiro quartil; Q3= terceiro quartil.
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TABELA 33 - Comparagéo dos valores do inibidor do ativador do plasminogénio (PAI-

1) entre o grupo controle (GC) e o grupo tratado (GT).

PAI-1
Grupos Mediana Q1 Q3
GC 18,91 16,66 25,28
GT 18,83 16,50 30,90

Né&o houve diferenga significativa entre os grupos. Q1= primeiro quartil; Q3= terceiro quartil.

TABELA 34 - Comparagdo do ativador do plasminogénio tecidual (tPA), inibidor do

ativador doplasminogénio (PAI-1) e dimero D entre o grupo controle (GC) e o grupo

tratado (GT) nos diferentes momentos.

tPA (Ul/mL)
Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 0,78 0,67 0,93 1,10 0,67 1,25
M1 2,78 2,62 2,84 2,65 2,65 2,77
M2 2,82 2,67 2,83 2,60 0,92 2,86
M3 2,83 2,79 2,91 1,82 1,66 2,50
M4 2,72 1,65 2,77 1,18 1,04 1,76
M5 2,54 1,64 2,59 0,93 0,00 2,41
M6 2,46 1,97 2,55 2,62 0,93 2,63
M7 2,16 1,72 2,67 2,31 1,28 2,59
PAI-1(Ul/mL)
Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 17,45 16,02 21,57 16,81 12,53 17,45
M1 18,72 18,40 28,23 17,76 16,50 18,83
M2 23,48 19,67 34,12 28,26 20,89 34,32
M3 24,43 18,70 24,43 20,57 12,73 27,21
M4 19,10 17,13 25,70 18,40 15,88 25,70
M5 16,50 15,21 19,35 18,70 14,81 23,79
M6 18,72 17,13 21,11 24,11 18,56 31,97
M7 16,18 15,86 24,87 29,80 19,68 40,15
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Dimero D (ng/mL)

Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3

MO 0 0 0 0 0 0

M1 32000 1000 32000 8000 8000 16000
M2 8000 8000 8000 4000 2000 32000
M3 8000 4000 16000 2000 1000 8000
M4 4000 4000 8000 2000 2000 8000
M5 2000 1000 4000 500 0 1000
M6 4000 500 4000 500 500 1000
M7 500 500 2000 0 0 2000

N&o houve diferenca significativa entre os grupos. Q1= primeiro quartil; Q3= terceiro quartil.

TABELA 35 - Comparacdo das concentracfes peritoneais (mg/dL) das proteinas de fase

aguda entre o Grupo Controle (GC) e o Grupo Tratado (GT).

Transferrina al glicoproteina acida

Grupos Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
GC 127,1 72,9 162,8 26,2 13,3 46,7
GT 1249 95,5 158,3 18,7 9,8 38,2

Ceruloplasmina Haptoglobina

Grupos Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
GC 1,0 0,5 1,7 13,2 6,2 20,6
GT 1,3 0,6 2,0 10,5 6,7 19,7

Proteina C Reativa Proteina ndo identificada (23kDa)

Grupos Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
GC 2,6 14 4,6 259,8 204,0 353,7
GT 4,2 2,3 4.8 327,7 204,7 462,8

N&o houve diferenca significativa entre os grupos. Q1= primeiro quartil; Q3= terceiro quartil.
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TABELA 36 - Comparacao das concentragdes peritoneais (mg/dL) das proteinas de fase
aguda entre o Grupo Controle (GC) e o Grupo Tratado (GT) nos diferentes momentos.
Haptoglobina (mg/dL)

Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 1,1 0,9 1,5 12,8 51 25,5
M1 16,2 9,3 26,2 21,2 12,6 22,6
M2 18,4 9,8 27,5 18,0 10,9 23,4
M3 14,8 13,2 15,2 8,1 54 11,1
M4 15,3 11,6 17,3 9,7 91 11,4
M5 7,9 59 22,0 10,7 7,7 25,2
M6 19,5 7,7 21,6 7,3 3,2 11,9
M7 9,5 7,3 16,9 8,0 5,5 15,1
Proteina C Reativa (mg/dL)
Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 1,4 1,0 1,6 1,1 0,3 2,6
M1 4,3 4,3 4,6 2,3 1,6 4,0
M2 2,0 1,2 4,6 3,6 2,2 6,3
M3 1,4 1,4 3,8 4,1 3,1 5,2
M4 4,8 3,5 4,8 3,9 2,8 6,2
M5 3,7 14 4.7 4,7 4,6 6,2
M6 14 0,3 15 44 4,3 49
M7 3,7 1,7 45 4,6 3,8 51
Transferrina (mg/dL)
Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 38,5 34,5 60,5 47,4 25,4 117,2
M1 215,6 104,1 234,5 126,9 125,6 229,0
M2 154.4 139,5 194,3 183,7 164,3 197,8
M3 1339 127,1 176,2 99,1 95,6 116,8
M4 135,3 101,6 162,6 137,2 128,5 143,6
M5 110,7 84,7 118,3 117,6 84,0 213,2
M6 80,4 72,9 138,3 123,0 95,5 124,3
M7 129,2 74,4 145,7 103,2 94,0 135,5

N&o houve diferenca significativa entre 0s grupos. Q1= primeiro quartil; Q3= terceiro quartil.
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Atividade fibrinolitica peritoneal pds-enterotomia de célon menor em equinos

tratados com heparina

Palavras chave: ativador do plasminogénio tecidual, cavalo, dimero D, fibrinolise,

heparina, inibidor do ativador do plasminogénio

RESUMO

Justificativa para a realizacdo do estudo: A heparina é rotineiramente administrada no
pos-operatério de cirurgias abdominais para prevenir a formagdo de aderéncias,
entretanto ndo ha um consenso na literatura indicando a efetividade de tal utilizacao.
Obijetivos: Avaliar a atividade fibrinolitica peritoneal pds-enterotomia de colon menor
em equinos tratados com heparina.

Métodos: Foram utilizados dez equinos adultos, divididos em dois grupos de cinco
animais: grupo o controle (GC) e grupo tratado (GT). Ambos os grupos foram
submetidos a laparotomia e enterotomia de c6lon menor através da via paralombar
direita em posicdo quadrupedal e receberam flunixin meglumine, gentamicina e
associacdo de penicilinas. Ao GT acrescentou-se heparina subcutanea (150 UI/Kg, bwt
g. 12 horas, 5 dias). Os animais foram avaliados quanto as concentracdes peritoneais do
ativador do plasminogénio tecidual (tPA), inibidor do ativador do plasminogénio do
tipo 1 (PAI-1) e do dimero D previamente a enterotomia (MO0); 12 horas apés (M1); 1
dia (M2); 2dias (M3); 4dias (M4); 6 dias (M5); 10 dias (M6) e 14 dias ap6s a
enterotomia (M7).

Resultados: Obteve-se diferenca significativa entre os grupos quando se associou todos
0s momentos para o tPA, sendo a mediana obtida no GC: 2,59 (Ul/mL) e no GT: 2,03
(Ul/mL). Quando se comparou 0s grupos nos diferentes momentos ndo se obteve
diferenga significativa, entretanto observou-se valores menores de tPA e dimero D para
0 GT durante o periodo de tratamento com heparina.

Conclusdes: Associando-se o fato de o GT apresentar menor concentragdo de tPA e
menor formacdo de dimeros d, conclui-se que o tratamento com heparina diminui a
formacéo de coagulos de fibrina e a atividade fibrinolitica peritoneal.

Relevancia: Sabendo-se que valores elevados de dimeros d estdo diretamente

relacionados a um mau prognostico e alto indice de mortalidade, amplifica-se o
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embasamento para utilizacdo da heparina em estados de hipercoagulabilidade e ap6s

cirurgias abdominais.

Introducéo

As células mesoteliais participam ativamente do processo de inflamacéo e
reparacdo peritoneal através da liberacdo de mediadores inflamatorios, pré-coagulantes
e fibrinoliticos [1]. A fibrindlise é ativada pelo ativador do plasminogénio tecidual
(tPA) e inibida da pelo inibidor do plasminogénio tecidual do tipo 1 (PAI-1) que é
estimulado na presenca de trauma, infeccdo, ou endotoxina [2, 3, 4, 5, 6]

A expressdo do tPA e PAI-1 nos tecidos ndo inflamados se d& respectivamente
no mesotélio e camada submesotelial [7]. O ato cirurgico resulta em abrasdo do
mesotélio eliminando a fonte de tPA e expondo a camada submesotelial, aumentando a
fonte de PAI-1 [7], dessa forma, apds a cirurgia ocorre diminuicdo da degradacdo e
aumento na producdo de fibrina, podendo acarretar na formacdo de aderéncias
abdominais [6].

O dimero D é um fragmento liberado exclusivamente pela lise da fibrina através
da plasmina, correlaciona-se sericamente, com a destruicdo da fibrina apds estados de
hipercoagulabilidade e hiperfibrinogénese, sendo um marcador de acesso da atividade
fibrinolitica e da coagulacao [8, 1, 9].

Para analise do dimero D sdo utilizados anticorpos contra os produtos de
degradacdo da fibrina humano, disponiveis em kits comerciais de ELISA,
imunofiltracdo, imunoturbidometria e aglutinacdo em latex, tendo este Gltimo destaque
em relacdo aos demais, devido a sua disponibilidade, facilidade de uso e rapido
resultado [8].

A determinacdo do dimero D é um teste sensitivo para o diagnéstico de doencas
tromboembdlicas e coagulacdo intravascular disseminada em humanos, e se enquadra
como um bom preditor de mortalidade. Em equinos detecta estados de
hipercoagulabilidade na cdlica associada a isquemia, inflamacao e peritonite [8,9].

O padrdo de normalidade para o plasma de equinos é de 1000 ng/mL [8] e no
liquido peritoneal varia de 4.0- 88.0 ng/mL [1]. Nos casos de peritonite sdo referidas
concentracdes peritoneais médias de 24.301 ng/mL [1]. Poucos estudos foram
desenvolvidos no liquido peritoneal, sendo a maioria em humanos. A mensuracdo da
concentracdo de dimeros d no liquido peritoneal de equinos com desordens gastro

intestinais severas detecta marcante hiperfibrindlise relacionada ao aumento na
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formag&o e degradacéo de fibrina [1]. E estabelecido como ponto de corte para predigdo
do mau progndstico em equinos com afec¢do abdominal o valor > 4.000 ng/mL [9].

Os farmacos mais comumente utilizados no pos-operatorio de cirurgias
abdominais sao os anti-inflamatorios, antibidticos e agentes anticoagulantes [10,11]. Os
anticoagulantes sdo utilizados com o objetivo de prevenir a formacdo de coédgulos de
fibrina e consequentemente inibir a formacao de aderéncias [10, 12].

A heparina € um proteoglicano acido sulfatado que apresenta uma pequena
fracdo de sua molécula responsavel pelo efeito anticoagulante, esta fracdo se liga a
antitrombina 111, que por sua vez é um inibidor lento da trombina, plasmina e fatores de
coagulacdo. A heparina catalisa a rea¢do de inibicdo da antitrombina 11l estimulando o
ativador do plasminogénio tecidual (tPA) e inibindo os fatores de coagulacdo das vias
comuns e intrinseca, inclusive a trombina [13, 14, 15].

N& ha um consenso na literatura indicando que a utilizagdo da heparina
promova a inibicdo da formac&o de aderéncias [11]. Séo relatados resultados diversos, a
utilizacdo da heparina em péneis submetidos a aderéncias experimentalmente induzidas
resultou em significante diminuicdo da formacdo das mesmas quando utilizada a dose
de 40 UI/Kg a cada 12 horas, durante 48 horas [16], entretanto a utilizacdo da heparina
de baixo peso molecular na dose de 66 UI/KG a cada 12 horas durante 5 dias em
equinos submetidos a laparotomia ndo demonstrou reducdo das complicacGes pés
operatorias ou aumento na taxa de sobrevivéncia [17].

Em ratos, a utilizacdo da heparina isoladamente [18, 19, 20] ou associada a
outras terapias profilaticas ap6s a laparotomia e indugdo de aderéncias [18, 21],
promoveu resultados favoraveis. Porém ha autores que utilizaram o tratamento em ratos
[22] ou humanos [23, 24, 25] e ndo obtiveram inibi¢do da formacéo de aderéncias.

A dose recomendada da heparina se mantém controversa, variando de 20 a 150
Ul/ Kg a cada 6-12 horas durante 2-3 dias [10]. Apesar de ndo haver estudos em
equinos, a aplicacdo intraperitoneal de 30.000 Ul de heparina diluida em solugédo
fisiolégica é rotineiramente utilizada nesta espécie e informalmente descrita como
eficaz [10].

Objetiva-se avaliar o efeito da heparina sobre a atividade fibrinolitica peritoneal,
visto a frequente utilizacdo deste farmaco como agente profilatico na inibicdo da

formacdo de aderéncias abdominais.
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Materiais e Métodos

Animais

Foram utilizados 10 equinos adultos, sem raca definida, submetidos a
laparotomia e enterotomia de colon menor em posi¢do quadrupedal. Os animais foram
divididos em dois grupos de 05 animais: grupo controle (GC) e grupo tratado (GT), que
imediatamente ap0s o ato cirdrgico e a cada 12 horas durante 05 dias recebeu heparina
sodica na dose de 150 UI/Kg.

Preparacao cirurgica

Previamente a cirurgia foi realizada tricotomia da regido abdominal direita,
administrado Penicilina Potéassica (Ariston)’ na dose de 30.000 UI/Kg por via
endovenosa, Gentamicina (Gentatec)’ na dose de 6,6 mg/Kg por via endovenosa e
Flunixin Meglumine (Chemitec)®, na dose de 1,1 mg/Kg por via endovenosa para
ambos os grupos. O procedimento foi realizado em posi¢cdo quadrupedal e sob sedagéo
através da infusdo continua de detomidina (Dormium V)* com bolus de 5pg/kg seguido
de infusdo continua de 20pg/kg/h associada ao butorfanol (Turbogesic)®> em bolus de
20pg/kg seguido de infusdo continua de 13pg/kg/h. Apds antissepsia com digluconato
de clorexidine degermante a 2% e alcodlico a 0,5% (Riohex)®, foi realizada a anestesia
local na regio cirdrgica com Lidocaina (Xylestesin)’ a 2% associada a vasoconstritor,

através da deposicdo na linha de incisdo e tecidos profundos adjacentes.

Procedimento cirdrgico

Realizou-se incisdo de pele de aproximadamente 10 cm na fossa paralombar
direita, o tecido subcutaneo e musculatura foram divulsionados, o periténio perfurado e
a cavidade abdominal acessada. Procedeu-se a identificacdo do célon menor através de
palpacdo direta, exteriorizou-se o segmento localizado mais aboralmente, foram
aplicados duas pincas de coprostase a fim de se interromper o fluxo fecal apds esvaziar
0 segmento e delimitar a regido da enterotomia. Posteriormente aplicou-se duas pincas
do tipo Allis para o posicionamento do segmento e realizagdo da enterotomia na regido
da ténia e aplicacdo de sutura em padrdo simples separado com fio Catgut (Catgut
cromado 3-0)2, seguida de abras&o da camada serosa com gaze seca em 50 movimentos
repetidos para cada por¢do adjacente a ténia, tornando a regido hemorragica. O

segmento foi reposicionado e a sintese da parede abdominal foi realizada em padrédo
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Sultan com fio de poligalactina 910 namero 2 (Vicryl)® e a pele em padrdo Wolff com
fio de Nylon pescal 0,60 (Dourado)™.

Apbs a cirurgia foi administrado Penicilina Benzatina (Mogipen)™ na dose de
30.000 UI/Kg por via intramuscular a cada 72horas, durante 10 dias, Gentamicina, na
dose de 6,6 mg/Kg IV, a cada 24 horas, durante 05 dias, Flunixin Meglumine na dose de
1,1 mg/kg, por via intramuscular a cada 24 horas, durante 5 dias e soro antitetanico
(Vencosat)*? na dose de 10.000UI por via subcutanea em aplicag&o Unica para ambos os

grupos.

Momentos de avalia¢éo

Os animais foram submetidos a colheita do liquido peritoneal para mensuracéo
das concentracdes do ativador do plasminogénio tecidual (tPA), inibidor do ativador do
plasminogénio do tipo 1 (PAI-1) e do dimero D previamente a enterotomia (MO0); 12
horas ap6s (M1); 1 dia (M2); 2dias (M3); 4dias (M4); 6 dias (M5); 10 dias (M6) e 14

dias apds a enterotomia (M7).

Colheita e processamento da amostra

As amostras de liquido peritoneal foram coletadas na regido mais ventral do
abdémen, utilizando-se uma agulha hipodérmica de 40x12mm e tubo contendo citrato
de sodio a 3,8%. Coletou-se a proporcdo de 9 volumes de liquido para 1 volume de
anticoagulante. As amostras eram imediatamente centrifugadas apds a coleta,
utilizando-se a rotacdo de 1000G para as amostras de dimero D, 3000G para o PAI e
2500G para o tPA, sendo todas as amostras centrifugadas durante 15 minutos.

Apds a centrifugacdo as amostras eram fracionadas em tubos eppendorf, sendo
as referentes ao dimero D refrigeradas a -20°C, respeitando-se o limite de um més para
0 processamento da amostra, as referentes ao tPA foram refrigeradas durante quatro
meses a -70°C e as referentes ao PAI-1 foram refrigeradas durante um més a -70°C.

As analises do dimero D foram realizadas através do teste de aglutinacdo do
latex (D Dimer test*?), conforme as orientacdes do fabricante, e as concentragées do tPA
e PAI-1 foram determinadas através de teste ELISA (Human tPA activity assay™ e

Human PAI-1 activity assay™), conforme as orientacdes do fabricante.
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Anélise estatistica

A distribuicdo das variaveis-resposta foi analisada como um dos critérios para
escolha do método analitico. Devido a presenca de graus variados de assimetria e
desvios de um padrdo Gaussiano de distribuicdo, o teste de Wilcoxon [26] foi utilizado
para comparar a mediana de cada variavel-resposta entre os grupos de estudo.
Posteriormente, a comparacao entre grupos foi realizada em cada momento. Para cada
grupo, o teste de Wilcoxon para amostras pareadas [26] foi usado para comparar a
mediana de cada variavel entre cada momento e 0 momento inicial. A analise estatistica
foi realizada com o procedimento PROC NPARIWAY [27] e a significancia estatistica
foi definida como P < 0.05.

Resultados

Os valores basais de tPA para ambos 0s grupos apresentaram-se ligeirmente
acima dos valores referidos na literatura (0,27 - 0,45 Ul/mL)[1]. Ap0s a cirurgia o tPA
elevou-se para ambos excedendo o padrdo de normalidade e quando comparou-se 0s
grupos apds associacao de todos os momentos houve diferenca significativa (p< 0,0069)
para o tPa, obtendo-se as medianas de 2,6 (GC) e 2,0 (GT) (tabelal). Observou-se que
na comparacdo entre o0s grupos nos diferentes momentos, que apesar de as
concentracdes do tPA serem menores no GT ao longo do periodo de tratamento ndo
houve diferenca significativa (tabela 2).

Os valores basais para o PAI-1 apresentaram se mais elevados que a referéncia
citada na literatura (0 - 2,37 Ul/mL) [1]. E n&o se observou alteracdo nas concentragoes
apos o procedimento cirurgico, ndo havendo diferenca significativa (p< 0,7022) entre
grupos ou momentos (tabela 1 e 2).

Os valores basais de dimeros d apresentaram-se abaixo da normalidade (4,0 -
88,0 ng/mL)[1] sendo detectadas concentracbes < 0,5 ng/mL. Ap6s a cirurgia
observou-se aumento da formac&o de dimeros para ambos 0s grupos e nédo se identificou
diferenca significativa entre 0s grupos quando se comparou todos 0s momentos
combinados (p < 0,0745), porém obteve-se valores consideravelmente maiores para o
GC, sendo as medianas de 4.000 ng/mL (GC) e 1.500 ng/mL (GT) (tabela 1). Apesar de
os valores do dimero D apresentarem-se mais elevados no grupo controle ao longo dos
momentos de avaliagdo ndo houve diferenca significativa entre os grupos nos diferentes

momentos (tabela 2).
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Discussao

Foram obtidos valores peritoneais basais mais elevados que a normalidade para
o tPA (0,27 - 0,45 Ul/mL) e PAI-1 (0 - 2,37 Ul/mL), entretanto tais valores foram
apresentados na literatura por um Unico trabalho [1], no qual foram utilizados os
mesmos Kits utilizados no presente estudo. Observou-se, porém que 0 armazenamento e
centrifugacdo da amostra foram procedidos por diferente metodologia, tendo sido o
teste realizado no presente estudo em duplicata e conforme as orientacdes do fabricante.
Dessa forma optou-se por utilizar como valores basais de referéncia, os valores obtidos
no MO.

O resultado do tPA significativamente mais elevado no GC pode ter sido
encontrados em decorréncia da menor disponibilidade de fibrina a ser degradada pelos
animais do GT e maior ativacdo do tPA nos animais do GC para que ocorresse a
degradacdo dos coagulos de fibrina.

Observou-se ainda, que tal diferenca foi mais evidente entre 0 2° e 6° dia de pds-
operatorio, provavelmente devido ao fato de o fibrinogénio se elevar apds 48 horas do
estimulo inflamatdrio e devido a manutencdo do tratamento com heparina até o 5° dia,
Visto que posteriormente a sua suspensao houve aumento na concentracdo peritoneal de
tPA para o GT, equiparando-se ao GC.

Apesar de se esperar que o estimulo cirdrgico desencadeie lesdo mesotelial e
consequente diminuicdo do tPA, observou-se no presente estudo elevacdo do mesmo
para ambos 0s grupos apds a cirurgia, embora tal elevacdo ndo seja significativa
demonstrou-se que a intensidade do trauma aplicado ao procedimento cirargico nédo foi
capaz de resultar em deplecdo do tPA e aumento do PAI-1, o que seria traduzido em
estimulo para reducdo da fibrinolise [7,6].

Dessa forma, ressalta-se que apesar de o estimulo cirurgico ter resultado em
inflamacéo, ele ndo foi o suficiente para desencadear a formacdo de aderéncias
abdominais, visto a discreta elevacdo no PAI-1. Apesar de n&o ter ocorrido elevagéo do
PAI-1 para ambos 0s grupos, observou-se atraves da diferenca entre 0s grupos para o
tPA que a heparina efetivamente diminui a formagéo de fibrina devido a menor ativagéo
do tPA.

Achado este, que esta de acordo com a diferenca observada na taxa de formagéo
de dimeros d (maior no GC), demonstrando que a heparina atuou inibindo a conversdo

do fibrinogénio em fibrina.
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Optou-se pela utilizagdo do teste de aglutinagdo do latex para determinar a
concentracdo de dimeros d, pois este apresenta vantagens quando comparado ao teste
ELISA e Imunofluorescéncia, com maior disponibilidade no mercado, facilidade de uso
e obtencdo rapida dos resultados [8]. A concentracdo dos dimeros d esta diretamente
relacionada ao diagndstico e prognostico de equinos com cdlica, sendo que quanto
maior a sua concentracdo, pior € o progndstico [8, 1, 9].

Apesar de ndo se ter obtido diferenca significativa entre os grupos para o dimero
D, foram observados valores mais elevados para os animais do GC, achado este, que
condiz com o esperado, visto que a cirurgia abdominal resulta em um estado de
hiperfibrinogénese e hiperfibrindlise [1]. Sendo o dimero D um fragmento liberado
exclusivamente pela lise da fibrina pela plasmina, infere-se que os animais do grupo
tratado com heparina, apesar de terem sido submetidos a0 mesmo procedimento
cirargico obtiveram menores concentragdes de dimeros d por estarem sujeitos a menor
deposicéo de fibrina e apresentarem consequente menor taxa de clivagem da mesma.

Devido ao GT apresentar menor concentracdo de tPA e menor formacdo de
dimeros d, conclui-se que o tratamento com heparina diminui a atividade fibrinolitica e
a formacéo de codgulos de fibrina. Sabendo-se que valores elevados de dimeros d estdo
diretamente relacionados a um mau prognostico e alto indice de mortalidade, amplifica-
se 0 embasamento para utilizacdo da heparina em estados de hipercoagulabilidade e
apos cirurgias abdominais.

Apesar de os animais do presente estudo ndo terem apresentado aderéncias
abdominais, infere-se que os resultados obtidos demonstram o potencial de aplicacdo da
heparina na profilaxia das aderéncias abdominais, sendo necessarios estudos clinicos
que avaliem a utilizacdo da heparina em equinos acometidos por sindrome colica e

submetidos a laparotomia.
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TABELA 1 - Comparagéo das concentracdes peritoneais do tPA, PAI-1 e dimero D
entre o GC e 0 GT.

tPA (Ul/mL)* PAI-1 (Ul/mL) Dimero D (ng/mL)
Grupos Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
GC 2,59 165 281 1891 16,66 25,28 4000 500 8000
GT 2,03 092 263 18,83 16,50 30,90 1500 0 6000

* diferenca significativa entre os grupos (p < 0,005). Q1= primeiro quartil; Q3= terceiro

quartil.



Artigos Cientificos 150

TABELA 2 - Comparacdo das concentragdes peritoneais do tPA, PAI-1 e dimero D
entre 0 GC e 0 GT nos diferentes momentos.

tPA (Ul/mL)

Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 0,78 0,67 0,93 1,10 0,67 1,25
M1 2,78 2,62 2,84 2,65 2,65 2,77
M2 2,82 2,67 2,83 2,60 0,92 2,86
M3 2,83 2,79 2,91 1,82 1,66 2,50
M4 2,72 1,65 2,77 1,18 1,04 1,76
M5 2,54 1,64 2,59 0,93 0,00 2,41
M6 2,46 1,97 2,55 2,62 0,93 2,63
M7 2,16 1,72 2,67 2,31 1,28 2,59

PAI-1(Ul/mL)

Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 17,45 16,02 21,57 16,81 12,53 17,45
M1 18,72 18,40 28,23 17,76 16,50 18,83
M2 23,48 19,67 34,12 28,26 20,89 34,32
M3 24,43 18,70 24,43 20,57 12,73 27,21
M4 19,10 17,13 25,70 18,40 15,88 25,70
M5 16,50 15,21 19,35 18,70 14,81 23,79
M6 18,72 17,13 21,11 24,11 18,56 31,97
M7 16,18 15,86 24,87 29,80 19,68 40,15

Dimero D (ng/mL)

Grupo Controle Grupo Tratado
Momento Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
MO 0 0 0 0 0 0
M1 32000 1000 32000 8000 8000 16000
M2 8000 8000 8000 4000 2000 32000
M3 8000 4000 16000 2000 1000 8000
M4 4000 4000 8000 2000 2000 8000
M5 2000 1000 4000 500 0 1000
M6 4000 500 4000 500 500 1000
M7 500 500 2000 0 0 2000

N&o houve diferenca significativa entre os grupos. Q1= primeiro quartil; Q3=

terceiro quartil.
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FIGURA 1 - Comparacdo das medianas das concentracdes peritoneais dos dimeros D

entre os grupos nos diferentes momentos. As barras de erro representam o primeiro e
terceiro quartil.
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Avaliacéo utrassonogréfica e laparoscépica da reatividade peritoneal pos-

enterotomia de cdlon menor em equinos tratados com heparina

Palavras chave: inflamacao, heparina, equino, laparoscopia, colon menor

RESUMO

A heparina é rotineiramente administrada no pos-operatorio de cirurgias abdominais
para prevenir a formacdo de aderéncias, entretanto ndo ha um consenso na literatura
indicando a efetividade de tal utilizagdo. Objetivou-se avaliar o efeito da heparina sobre
a reatividade peritoneal pds-enterotomia de colon menor, através da associagdo do
exame ultrassonografico e laparoscdpico. Foram utilizados dez equinos adultos,
divididos em dois grupos de cinco animais: grupo controle (GC) e grupo tratado (GT).
Ambos os grupos foram submetidos a laparotomia e enterotomia de célon menor
através da via paralombar direita em posicdo quadrupedal e receberam flunixin
meglumine, gentamicina e associacdo de penicilinas. Ao GT acrescentou-se heparina
subcutanea na dose de 150 UI/Kg, a cada 12 horas, durante 5 dias. Os animais foram
submetidos a exame ultrassonografico previamente a enterotomia (MO0); 12 horas apos
(M1); 1 dia (M2); 2dias (M3); 4dias (M4); 6 dias (M5); 10 dias (M6) e 14 dias apds a
enterotomia (M7). Observou-se através do exame ultrassonografico a ocorréncia de
inflamacdo para ambos o0s grupos, entretanto o liquido peritoneal dos animais do GT
apresentou maior ecogenicidade durante o tratamento com heparina. No exame
laparoscopico observou-se discreta reatividade peritoneal difusa para ambos os grupos,
sendo esta mais elevada para o GT, na regido da enterotomia observou-se semelhante
deposicdo de fibrina para os grupos. A associacdo do exame ultrassonografico e
laparoscépico permitiram o acesso detalhado da cavidade abdominal, o exame
ultrassonografico permitiu a avaliacdo da inflamacdo peritoneal difusa, enquanto a
laparoscopia permitiu andlise detalhada ndo s6 da cavidade, mas também do segmento
submetido a enterotomia. Ndo foram observados efeitos macroscopicos benéficos da

utilizacdo da heparina sobre a reatividade peritoneal.

Introducéo

As enterotomias sdo rotineiramente empregadas na remocéao de enterélitos, corpos

estranhos e material alimentar compactado (Duarte et al. 2002; Montello, et al. 2004). O
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trauma cirargico resulta em inflamag&o peritoneal. A resposta genérica do peritonio a
estimulos de carater inflamatorio, de génese infecciosa ou ndo, ¢ denominada peritonite
(Trent 1995; Hillyer e Wright 1997).

Apbés o trauma cirdrgico, a ocorréncia da inflamacdo peritoneal se da
concomitantemente ao processo de coagulacdo com intuito reparatorio tecidual. A
trombina é a principal ligagdo entre o sistema de coagulacédo e inflamag&o, visto ser a
enzima responsavel pela clivagem do fibrinogénio soltvel circulante em coagulo
insolivel de fibrina (Mitchell, et al. 2005). O processo de coagulacdo é
contrabalanceado pelo sistema fibrinolitico, onde o ativador do plasminogénio
(secretado pelas células mesoteliais, leucocitos e tecidos) atua clivando o
plasminogénio, proteina plasmatica que se liga ao codgulo de fibrina para gerar a
plasmina, protease que atua na lise da fibrina (Mitchell, et al. 2005; Holmdahl et al.
19974a; Ivarsson et al. 2001).

Na perpetuacdo do estimulo inflamatério pds-cirargico pode ocorrer um
desbalanco entre a lise e formacédo de fibrina, dando origem a formacéo de aderéncias
fibrinosas que posteriormente serviram de base para a formacdo das aderéncias fibrosas
abdominais propriamente ditas (Cheong, et al.2001; Imudia et al. 2008; Ward e Panitch
2011).

Neste sentido, a utilizacdo de farmacos anticoagulantes com objetivo de prevenir
a formacdo de coagulos de fibrina possivelmente inibe a formacdo de aderéncias
(Eggleston e Mueller 2003; Ward e Panitch 2011). A heparina € um proteoglicano acido
sulfatado com peso molecular varidvel, que possui uma pequena fracdo responsavel
pelo efeito anticoagulante principal, esta se liga a antitrombina 11, que por sua vez é um
inibidor lento da trombina, plasmina e fatores de coagulacdo. A heparina catalisa a
reacdo de inibicdo realizada pela antitrombina IIl (Moore e Hinchcliff 1994),
estimulando o ativador do plasminogénio tecidual (tPA) e aumentando a ativacdo do
plasminogénio, que resulta em fibrindlise (Andrade e Strickland 1986; Moore e
Hinchcliff 1994).

No exame da cavidade abdominal, devido a grande dimensdo do abdémen do
equino, ndo existe um método que avalie a cavidade abdominal como um todo, sendo
necesséaria a associacido de métodos para uma melhor avaliagdo. E descrito que a
associacao do exame ultrassonografico e o exame laparoscopico permite os resultados
de melhor acurécia na avaliagdo das afeccfes do sistema digestorio de equinos (Ragle
2007; Mueller e Epstein 2009).
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O ultrassom abdominal é uma modalidade ndo invasiva, amplamente disponivel,
que pode facilmente integrar o exame da cavidade abdominal (Reef 2004; Mueller e
Epstein 2009), e a laparoscopia vem se expandindo na avaliacdo das desordens
abdominais em equinos (Galuppo et al.1995; Smith et al. 2005; Mueller e Epstein
2009).

Propde-se avaliar o efeito da heparina sobre a reatividade peritoneal pos
laparotomia e enterotomia de colon menor associando-se 0s exames ultrassonografico e
laparoscépico, visto que a heparina é rotineiramente empregada no pos-operatério de
cirurgias abdominais como estratégia profilatica para inibicdo da formacdo de
aderéncias sem a existéncia de resultados consistentes de sua efetividade (Claunch e
Mueller 2012).

Materiais e Métodos

Animais

Foram utilizados 10 equinos adultos, sem raca definida, submetidos a
laparotomia e enterotomia de c6lon menor em posi¢do quadrupedal. Os animais foram
divididos em dois grupos de 05 animais: grupo controle (GC) e grupo tratado (GT), que
imediatamente ap0s 0 ato cirurgico e a cada 12 horas durante 05 dias recebeu heparina
sodica na dose de 150 UI/Kg.

Preparacdo cirurgica

Previamente a cirurgia foi realizada tricotomia da regido abdominal direita,
administrado Penicilina Potéassica (Ariston)’ na dose de 30.000 Ul/Kg por via
endovenosa, Gentamicina (Gentatec)’ na dose de 6,6 mg/Kg por via endovenosa e
Flunixin Meglumine (Chemitec)®, na dose de 1,1 mg/Kg por via endovenosa para
ambos os grupos. O procedimento foi realizado em posi¢cdo quadrupedal e sob sedagéo
através da infusdo continua de detomidina (Dormium V)* com bolus de 5ug/kg seguido
de infusdo continua de 20pg/kg/h associada ao butorfanol (Turbogesic)® em bolus de
20pg/kg seguido de infusdo continua de 13pg/kg/h. Apods antissepsia com digluconato
de clorexidine degermante a 2% e alcodlico a 0,5% (Riohex)®, foi realizada a anestesia
local na regido cirdrgica com Lidocaina (Xylestesin)’ a 2% associada a vasoconstrictor,

através da deposicéo na linha de inciséo e tecidos profundos adjacentes.
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Procedimento cirurgico

Realizou-se incisdo de pele de aproximadamente 10 cm na fossa paralombar
direita; o tecido subcutaneo e musculatura foram divulsionados; o periténio perfurado e
a cavidade abdominal acessada. Procedeu-se a identificacdo do célon menor atraves de
palpacdo direta, exteriorizou-se o segmento localizado mais aboralmente, foram
aplicados duas pincas de coprostase a fim de se interromper o fluxo fecal apds esvaziar
0 segmento e delimitar a regido da enterotomia. Posteriormente aplicou-se duas pincas
do tipo Allis para o posicionamento do segmento e realizacdo da enterotomia na regido
da ténia e aplicacdo de sutura em padrdo simples separado com fio Catgut (Catgut
cromado 3-0)%, sequida de abrasdo da camada serosa com gaze seca em 50 movimentos
repetidos para cada porcdo adjacente a ténia, tornando a regido hemorragica. O
segmento foi reposicionado e a sintese da parede abdominal foi realizada em padréo
Sultan com fio de poligalactina 910 ntimero 2 (Vicryl)® e a pele em padréo Wolff com
fio de Nylon pescal 0,60 (Dourado).

Apo6s a cirurgia foi administrado penicilina benzatina (Mogipen)™ na dose de
30.000 UI/Kg por via intramuscular a cada 72horas, durante 10 dias, gentamicina, na
dose de 6,6 mg/Kg IV, a cada 24 horas, durante 05 dias, flunixin meglumine na dose de
1,1 mg/kg, por via intramuscular a cada 24 horas, durante 5 dias e soro antitetanico
(Vencosat)*? na dose de 10.000UlI por via subcutanea em aplicag&o Unica para ambos 0s

grupos.

Exame ultrassonogréfico

Os animais foram submetidos ao exame ultrassonografico previamente a
enterotomia (MQ); 12 horas apés (M1); 1 dia (M2); 2dias (M3); 4dias (M4); 6 dias
(M5); 10 dias (M6) e 14 dias ap0s a enterotomia (M7).

Para a execucdo do exame foi realizada tricotomia da regido abdominal
esquerda, compreendendo da regido caudal do pulmé&o até a tuberosidade coxal, tendo
como limite dorsal as apéfises vertebrais e ventral, a linha média.

Utilizou-se o aparelho de ultrassom (MyLab 70)*2 com transdutor convexo para
avaliacdo do célon menor, frequéncia de 4,5 MHz e ganho entre 25-35 %. Para
avaliacdo do peritonio utilizou-se o transdutor linear com frequéncia de 13 MHz e
ganho entre 80-90%.

O exame ultrassonogréafico foi realizada pela via transabdominal e objetivou a

avaliacdo do cdlon menor, peritonio e liquido livre. O colon menor foi visualizado no
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quadrante dorsal esquerdo, utilizou-se como ponto de referéncia o rim esquerdo, visto
que o célon menor normalmente se localiza caudal ao mesmo e dorsal a flexura pélvica.
O cblon menor foi avaliado quanto a sua localizacao topografica, arquitetura do 6rgéo e
espessamento de parede.

O peritonio parietal foi avaliado na por¢do ventral do abdémen, na linha média.
Avaliou-se a presenca de irregularidades, deposicdo de fibrina e espessamentos em
decorréncia do quadro inflamatorio peritoneal. Na mesma regido, avaliou-se a presenca
de liquido livre no abdémen, quanto a quantidade, ecogenicidade e presenca de debris.

Devido ao fato de o exame ultrassonografico ser um exame dinamico, observou-
se que durante o peristaltismo intestinal havia variagdo na distancia preenchida por
liquido entre o peritdnio e a viscera adjacente a regido ventral, optando-se por nao
utilizar esta distancia como medida de quantificacdo do mesmo e sim a associacdo dos
achados dos videos, anota¢des e imagens obtidas no exame ultrassonogréfico.

Dessa forma, baseado nos achados de exame dinamico, padronizou-se uma
escala de graduacdo em cruzes para quantificacdo do liquido livre abdominal, sendo 0
cruzes (-) referente a quantidade reduzida de liquido peritoneal, 1 cruz (+) a
normalidade, referente a imagem mais frequentemente observada nos animais
previamente a intervencdo cirurgica, 2 cruzes (++) para discretamente aumentado, 3
cruzes (+++) para moderadamente aumentado e 4 cruzes (++++) para para intensamente
aumentado (figura 1).

A ecogenicidade do liquido peritoneal foi graduada em sistema de scores (figura
14), sendo a normalidade estabelecida como score 0, referente ao aspecto do liquido
peritoneal previamente ao procedimento cirargico, score 1 para discreto aumento da
ecogenicidade, score 2 para leve aumento da ecogenicidade e score 3 para moderado

aumento da ecogenicidade associado apresenca de debris celulares e fibrina (figura 2).

Exame laparoscopico

Apbs 15 dias do procedimento cirargico inicial, os animais realizaram nova
preparacdo cirurgica, consistindo na administracdo de 700g de Sulfato de Magnésio
(Vetec)* 36 horas antes do procedimento e jejum de 24 horas com intuito de
esvaziamento do colon menor a fim de proporcionar maior facilidade de manuseio das
alcas. Previamente ao ato cirdrgico realizou-se tricotomia na regido do abdémen
esquerdo, tendo como limite caudal a tuberosidade coxal, cranial a 15° costela e dorsal

as apofises transversas. Procedeu-se a palpacdo por via retal a fim de se avaliar a
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topografia anatdmica no local de interesse da inser¢éo das canulas, evitando-se pungdes
latrogénicas. A cauda foi protegida por atadura crepe e procedimento foi realizado com
o animal em estacdo quadrupedal com protocolo de sedacdo idéntico ao utilizado na
laparotomia.

Para avaliacdo da cavidade abdominal o equipamento laparoscopico foi
composto por: insuflador eletrdnico de CO,", fonte de luz de Xenon de 180 W'°, cabo
de iluminagdo®’, microcamera com processador'®, endoscépio rigido de 10 mm de
diametro, 57 cm de comprimento de 0 e 30° de rotacdo™®, canula EndoTIP TM de 10
mm para acesso videoassistido?’, instrumental cirtrgico laparoscépico e instrumental
cirdrgico convencional, monitor TV?, sistema de gravagdo de imagens composto por
placa de captura® e notebook?*.

A regido do acesso cirurgico foi submetida a anestesia local com Lidocaina a 2%
associada a vasoconstrictor. A antissepsia foi realizada com digluconato de clorexidine
degermante a 2% e alcodlico a 0,5%. A incisdo de pele foi de aproximadamente 2 cm;
0 acesso Vvideoassistido através da introducdo da canula EndoTIP TM com endoscépio
rigido em seu interior. Através da canula foi induzido o pneumoperiténio com CO,. A
pressdo abdominal durante o procedimento foi mantida entre 12 e 15 mmHg, variando
conforme o volume suportado por cada animal . Foi estabelecida uma sequéncia
sistematica de avaliacdo da cavidade abdominal a fim de realizar uma exploragédo
completa das estruturas passiveis de observacao atraves do acesso esquerdo.

Apos a avaliagdo da cavidade abdominal como um todo, foram realizados dois
novos blogueios anestésicos e incisdes de aproximadamente 1,5 cm por onde foram
introduzidas duas canulas de 11 mm e duas pincas atraumaticas de manipulacéo
intestinal do tipo Babcock®*. Realizou-se uma avaliacdo detalhada do célon menor e da
regido da enterotomia através da manipulacdo dos segmentos, apds a identificacdo da
regido da enterotomia foi realizada uma alavanca com as pincas Babcock, dando suporte
ao mesocolon na regido dorsal e possibilitando o avanco da Optica ao lado direito do
abdémen a fim de se observar a regido da ferida cirtrgica da laparotomia. As imagens
foram armazenadas para posterior avaliagao.

Com objetivo de facilitar a avaliagdo das imagens obtidas padronizou-se scores
de reatividade peritoneal difusa, sendo O (auséncia de reatividade difusa), 1 (discreta
reatividade difusa), 2 (moderada reatividade difusa) (figura 3).

As pingas foram retiradas e as valvulas de segurancga das canulas foram abertas

permitindo a liberagdo do CO, contido na cavidade abdominal, as canulas foram



Artigos Cientificos 161

retiradas e por ultimo retirou-se o EndoTIP através da realizagdo de movimentos
giratorios que promoveram a aproximacdo das camadas musculares, em seguida foi

realizada a sintese de pele em padréo simples separado com fio nylon 0%°.

Resultados

Exame ultrassonografico

A metodologia aplicada (transabdominal) permitiu a avaliacdo de segmentos do
célon menor em aproximadamente 85% dos exames nos diferentes momentos, e
possivelmente dentre estes, apenas em uma pequena proporgdo acessou-se 0 segmento
submetido a enterotomia, sendo raramente observado segmentos com espessamento de
parede e perda da regularidade da arquitetura do 6rgao.

Quanto a quantidade de liquido peritoneal livre ndo foi observada diferenca entre
0S grupos, entretanto observou-se haver grande variacdo individual entre os animais.
Baseado na escala de graduacdo empregada observou-se gue 0s animais mantiveram o
seu volume individual independentemente do procedimento cirdrgico. Observou-se
ainda que a partir do 10° dia de p6s-operatério houve discreto aumento da quantidade
de liquido livre para ambos 0s grupos, sendo este representado pelo aumento de uma
cruz na escala.

Baseando-se na escala de graduacdo proposta, observou-se aumento da
ecogenicidade apds 12 horas de cirurgia para ambos o0s grupos. O aumento da
ecogenicidade persistiu até o 14°dia, porém, com progressiva reducao apds o 6° dia de
pos-operatorio. Observou-se ainda, que o GT apresentou maior persisténcia da
ecogenicidade aumentada em relacdo ao GC (tabela 1).

Observou-se a presenca de coagulos de fibrina entre o 4-6° dia e irregularidades

no peritdnio parietal com deposicédo de fibrina nos pontos de laparocentese.

Exame laparoscopico

N&o foram observadas alteragdes na topografia visceral nos animais avaliados.
Observou-se, porem, que alguns animais apresentavam segmentos de intestino delgado
e colon menor localizados entre o bago e parede abdominal.

A quantidade e qualidade do liquido peritoneal avaliado macroscopicamente
foram variaveis, ndo sendo observadas diferencas entre os grupos. Apenas dois animais

apresentaram liquido peritoneal com elevada turbidez, porém tal caracteristica ndo se
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apresentou diferenciada dos demais animais no exame ultrassonografico realizado no
dia anterior a laparoscopia.

Ap0s a visualizacdo da cavidade abdominal como um todo, foram introduzidas
pingas atraumaticas para a manipulacdo do co6lon menor e deteccdo da area submetida a
enterotomia. Observou-se que durante tal manipulagdo, as regides do célon menor
adjacentes a regido da enterotomia apresentavam-se recobertas por uma fina camada de
exsudato fibrinoso e apresentavam-se friaveis e reativas a manipulacdo, tornando-se
rapidamente hemorragicas para ambos 0s grupos, porém em maior intensidade no GT
(figura 2).

Baseando-se no sistema de graduacdo em scores observou-se que reatividade
peitoneal difusa foi mais elevada para o GT. Obtendo-se para o GC, 60% de score 0, 20
% de score 1 e 20% de score 2 e parao GT, 60% de score 1 e 40 % de score 2.

Invariavelmente, a regido da enterotomia apresentou-se para ambos 0s grupos
recoberta por fibrina, ao 15° dia foi possivel observar a presenca da sutura realizada
com fio catgut ainda integra. Nao foram observadas diferencas entre 0s grupos para a
deposicdo de fibrina na regido da enterotomia (figura 3).

Discusséo

Apesar de 0 exame ultrassonogréafico por via transretal ser 0 mais indicado para
avaliacdo do c6lon menor (Reef et al. 2004), optou-se pela via transabdominal para que
ndo houvesse interferéncia na cicatrizacdo da enterotomia, possivelmente devido a
metodologia aplicada néo foi possivel acessar o c6lon menor na totalidade dos exames,
tendo sido este acessado em aproximadamente 85% dos exames nos diferentes
momentos. Além disso, dentre estes 85% de acessos, apenas em uma pequena
proporcao se observou alteracfes nos segmentos avaliados (espessamentos de parede e
irregularidade na arquitetura do 6rgédo), sendo possivel que a metodologia ndo tenha
sido adequada para avaliar o segmento especifico submetido a enterotomia.

O aumento da ecogenicidade observado apds 12 horas de cirurgia para ambos 0s
grupos, possivelmente ocorreu devido a migracdo celular resultante do processo
inflamatdrio abdominal e sangramento cirurgico intra-cavitario. Observou-se, porém,
que para o animais do GT nos dias subsequentes ndo houve reducdo progressiva da
ecogenicidade do liquido, como observado no GC. Possivelmente o tratamento com
heparina resultou em manutencdo do deslocamento de hemacias para o liquido

peritoneal, visto a elevada contagem eritrocitaria, aspecto macroscépico e ao fato de que
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apos a suspensdo do tratamento observou-se gradativa diminuicdo da ecogenicidade
para o GT.

Devido a peritonite difusa pos-cirurgica instalada observou-se a presenca de
coagulos de fibrina entre 0 4-6° dia e irregularidades no peritbnio parietal com
deposicdo de fibrina nos pontos de laparocentese para ambos os grupos. Tais achados
foram compativeis com os descritos na literatura para a inflamacéo peritoneal, que
referem aumento da ecogenicidade devido a elevada celularidade, perda da
homogenidade, deposicao de fibrina e presenca de debris celulalres (Reef et al. 2004;
Desrochers 2005).

Apesar de o GT ter apresentado maior ecogenicidade do liquido peritoneal ndo
podemos inferir pelo exame ultrassonografico que estes animais apresentaram maior
reatividade peritoneal, pois a elevada celularidade correspondeu principalmente aos
eritrécitos, ndo sendo observada diferenca entre os grupos para a presenca de fibrina,
debris celulares e espessamentos de peritdnio e paredes intestinais.

O exame ultrassonografico possibilitou a identificacdo do processo inflamatério
peritoneal, porém ndo permitiu o rastreamento detalhado do colon menor. A utilizacdo
da via transabdominal pode ter influenciado na sensibilidade de detecgédo de alteracOes

no célon menor.

Exame laparoscopico

A laparoscopia foi realizada atraves do acesso abdominal esquerdo,
procedimento este que segundo Gallupo et al. (1995) permite a visualizacdo do co6lon
menor. Para 0s animais de ambos 0s grupos avaliou-se a topografia visceral, a
quantidade e qualidade de liquido peritoneal, a presenca/auséncia de inflamacéo
peritoneal visivel macroscopicamente, a reatividade do c6lon menor a manipulagéo e a
regido da enterotomia.

N&o foram observadas alteragdes na topografia visceral nos animais avaliados,
sendo as estruturas localizadas conforme descrito por Gallupo et al. (1995). Observou-
se que alguns animais apresentavam segmentos de intestino delgado e c6lon menor
localizados entre 0 bago e parede abdominal apds a realizagdo do pneumoperitonio.

Apesar de alguns animais apresentaram liquido peritoneal com elevada turbidez,
ndo houve diferenca entre os grupos e ndo foi possivel identificar pelo exame
ultrassonografico diferenca de ecogenicidade entre os animais que apresentaram elevada

turbidez e os que ndo apresentaram pertencentes a0 mesmo grupo.
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Observou-se, que ambos 0s grupos apresentavam leve reatividade peritoneal
difusa, entretanto foi possivel identificar maior reatividade para os animais do GT.
Além disso, esses animais responderam a manipulacao visceral com a formacdo mais
frequente de areas hemorragicas nos pontos de contato com as pingas. Era esperado que
0 GT apresentasse menor deposicdo de fibrina na regido da enterotomia, entretanto néo
se observou diferenga macroscopica entre 0S grupos.

O exame laparoscopico permitiu uma analise minuciosa da cavidade abdominal
e da area submetida a enterotomia, demonstrando ndo haver diferenca significativa no
aspecto macroscopico da regido da enterotomia quanto a deposicdo de fibrina,
entretanto permitiu inferir uma discreta diferenca de reatividade peritoneal difusa e a
manipulacdo visceral, apresentando os animais do GT mais reativos.

A associacdo do exame ultrassonografico e laparoscopico permitiram o acesso
detalhado da cavidade abdominal, o exame ultrassonografico permitiu a avaliacdo da
inflamacdo peritoneal difusa, enquanto a laparoscopia permitiu analise detalhada do
segmento submetido a enterotomia.

Né&o foram observados efeitos macroscopicos benéficos da utilizacdo da heparina

sobre a reatividade peritoneal.
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Fig. 132- Esquema de graduacdo da quantidade de liquido peritoneal livre no abdémen
em cruzes. Representando: - (reduzida), + (normalidade), ++ (discretamente
aumentado), +++ (moderadamente aumentado), ++++ (intensamente aumentado).
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Fig. 233- Esquema demonsntrativo da graduacdo da ecogenicidade do liquido
peritoneal.  Sendo,0- (normalidade), 1 (discreto aumento), 2 (leve aumento), 3
(moderado aumento associado a presenca de debris celulares).
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Fig. 334 - Sistema de graduacdo da reatividade peritoneal difusa, sendo 0 (auséncia de
reatividade difusa), 1 (discreta reatividade difusa), 2 (moderada reatividade difusa).
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Fig. 4: Regido submetida a enterotomia em animal do GT. Observa-se a presenca da

sutura e a serosa hemorrégica ap6s breve manipulagao.
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Fig.5: Deposicdo de fibrina na regido submetida a enterotomia. A — animal do GC,;
B- animal do GT.
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Tabela 1 - Evolucdo da ecogenicidade do liquido peritoneal ao exame

ultrassonografico baseado no sistema de scores (porcentagem de animais).

GC GT

score0 scorel score2 score3 score0 scorel score2  score3
MO 100%
M1 80% 20% 80% 20%
M2 100% 80% 20%
M3 100% 100%
M4 60% 40% 100%
M5 20% 60% 20% 40% 60%
M6 60% 20% 20% 100%
M7 80% 20% 100%

0 = normalidade, 1 = discreto aumento de ecogenicidade, 2 = leve aumento de
ecogenicidade, 3 = moderado aumento de ecogenicidade acompanhado da presenca de
fibrina e debris celulares.



