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ASPECTOS CLiINICO-LABORATORIAIS DO USO DO AZUL DE METILENO NA
OBSTRUCAO EXPERIMENTAL DO JEJUNO EM EQUINOS EXPOSTOS AO
LIPOPOLISSACARIDEO (LPS)

RESUMO - Trabalhos recentes relatam a eficacia do azul de metileno na
prevencao dos danos impostos por espécies reativas de oxigénio aos tecidos de
varios 6rgaos, em varios modelos de isquemia/reperfusdo. Este estudo foi
concebido com o fito de avaliar o efeito do azul de metileno sobre as respostas
clinico-laboratoriais, na obstrucdo experimental do jejuno em equinos, associada a
exposi¢cao de lipopolissacarideo. Dois grupos de animais foram submetidos a
inducdo da endotoxemia e a obstrugcdo experimental do jejuno em periodo
anterior. Posteriormente administrou-se em um deles, infusdo de azul de metileno
(3 mg/kg 1.V), 15 minutos antes da obstru¢cao experimental, e no outro, a mesma
infusdo 15 minutos antes da desobstrugcdo do jejuno. Foi realizada avaliagédo
clinica, hematolégica e bioquimico-sérica, e perfil bioquimico e citolégico do
liquido peritoneal a partir de aferigbes em oito tempos durante 12 horas, também
foram caracterizadas as lesdes intestinais. Apds 3 horas de isquemia, verificou-se
hemorragia, edema, infiltracdo de neutréfilos e desprendimento da mucosa. Essas
lesbes manifestaram-se predominantemente apos a reperfusdo, e de forma
concomitante com o aumento dos componentes celulares e moleculares da
inflamacao, tanto no sangue quanto no liquido peritoneal. Contudo, todos os
achados foram discretamente menos evidentes nos animais que receberam o azul
de metileno antes da fase de reperfusdo. Nao é possivel afirmar efeito benéfico do
azul de metileno sobre a resposta dos equinos na obstrucao experimental do

jejuno.

Palavras chave: obstrugao intestinal, azul de metileno, jejuno, equinos.
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CLINICAL AND LABORATORY ASPECTS OF THE METHYLENE BLUE IN
EXPERIMENTAL OBSTRUCTION OF JEJUNUM ASSOCIATED TO THE
EXPOSITION TO LIPOPOLYSACHARIDE (LPS) IN HORSES

ABSTRACT - Intestinal ischemia is one of the most serious intra-abdominal
alterations and reflects extremely elevated morbility and mortality. Reoxygenation on
the ischemic tissue produces deleterious inflammatory events with consequences even
more severe than the ischemia itself. Methylene blue, due to this action as an inhibitor
of free-radical formation. The objective of this test was to study the effects of methylene
blue on the clinical and laboratory response before and after the experimental
obstruction of the jejunum, associated to the exposition of lypopolysacharide. Two
groups of animals were submitted to endotoxemia and experimental obstruction of the
jejunum. After, in one group was administered, intravenously, a solution of methylene
blue (3 mg/kg), immediately before the experimental obstruction, in the other group, the
solution was administered immediately before interrupt the obstructive process in the
intestinal segment. The horses were submitted to the evaluation of clinical signs and
laboratory response during the 12 hours of study. Based on the clinical and laboratory
findings we concluded that, the administration of methylene blue was not able to avoid
the clinical and laboratory responses in the experimental model proposed for this study.

Palavras chave: intestinal obstruction, mehylene blue, jejunum, horses.



1 INTRODUGAO

Poucas afec¢des podem desencadear um quadro tdo dramatico de dor
como a colica equina. Na maioria dos casos, a velocidade de desenvolvimento do
processo clinico-patoldgico e o risco de exposi¢cao continuada do animal ao evento
toxico-inflamatorio, acabam por requerer acées urgentes e precisas para evitar
consequéncias fatais, tendo em conta que os episédios nao tratados geralmente
culminam em 6bito (BERNAL, 1999).

Nao obstante ao processo agudo severo observado nesses casos, muitas
vezes, se sobrepdem disturbios gastrointestinais secundarios de repercussao
sistémica, cujas alteragdes metabdlicas trazem danos irreparaveis, principalmente
para as lamelas do casco (KRUEGUER et al., 1986).

Estudos retrospectivos relatam a grande porcentagem de ébitos em equinos
acometidos por colica quando do envolvimento de intestino delgado acompanhado
de comprometimento vascular (Mc CARTHY & HUTCHINS, 1998).

Cerca de 70% dos animais acometidos podem morrer mesmo quando
submetidos ao tratamento cirurgico, em virtude das gravissimas consequiéncias
cardiovasculares, neurogénicas e toxémicas (THOMASSIAN, 2005).

O que se observa é um quadro clinico de extrema gravidade, cujos
desequilibrios organicos, sistémicos evoluem rapidamente, levando o animal a
morte em menos de 24 horas. A endotoxemia que se instala € devido ao
comprometimento da mucosa do intestino que sofre necrose e praticamente
desaparece (THOMASSIAN, 2005).

A endotoxemia esta freqlientemente associada a uma alteracao no balancgo
entre o oxigénio disponivel e seu consumo. Também tem sido relatada a alteragéo
na extragcdo de oxigénio, ndo sendo a mesma em todos os érgaos. Os leitos
vasculares dos 6rgdos comprometidos nao respondem adequadamente a
estimulos vasodilatadores dependentes do endotélio. Estas alteragdes a resposta
endotelial sdo provavelmente decorrentes da redugéo na produgéo ou liberagcéo do

vasodilatador enddgeno que € o éxido nitrico — NO (KNOBEL, 1996).



Atualmente propostas terapéuticas relacionadas a regulacdo na producao
de 6xido nitrico tém sido relatadas, incluindo beneficios clinicos com a utilizacao
do azul de metileno (MENARDI et al., 2006).

Embora varios relatos descrevam a influéncia do azul de metileno como
bloqueador seletivo da guanilato ciclase, inativando diretamente a producéo de
oxido nitrico, ndo existe informagdo sobre a resposta dos equinos a sua

administragdo nos processos obstrutivos associados a endotoxemia.

Assim, diante do exposto, neste ensaio objetivou-se:

e Estudar os efeitos do azul de metileno sobre a resposta clinica e
laboratorial em equinos submetidos a obstrugcdo experimental do jejuno,

associada a exposicao ao lipopolissacarideo (LPS).

e (Caracterizar as lesdes teciduais no segmento intestinal afetado, ao inicio e
ao final da fase de obstrugcdo experimental, e 7,5 horas apdés a
desobstrucao.

e OQObservar possiveis lesdes distantes ao segmento intestinal obstruido,

avaliando histologicamente o pulmao.



2 REVISAO DE LITERATURA

Embora a etiopatogenia da sindrome cdlica seja muito bem conhecida e
relativamente facil de ser identificada, a etiologia € mdultipla e controvertida,
admitindo-se que existam condi¢des predisponentes e determinantes para que o
problema se manifeste e o cavalo apresente célica. A primeira das condicdes
predisponentes, reconhecida como tal pela maioria dos autores veterinarios, é a
propria anatomia e fisiologia do trato gastrointestinal do equino (THOMASSIAN,
2005).

O intestino pode ser dividido de maneira morfofuncional em intestino
delgado, ceco e intestino grosso. O intestino delgado por sua vez é subdividido em
duodeno, jejuno e ileo, sendo este o trecho responsavel pela digestdo quimica
promovida pela acao do suco entérico, produzido pelas glandulas de sua parede;
suco pancreatico rico em fermentos e pela bile, cuja atividade é a de emulsionar a
gordura dos alimentos (FRANDSON & SPURGEON, 1992).

Muitas das caracteristicas do intestino delgado do eqliino sdo importantes
para o entendimento da ocorréncia de diversos disturbios. O jejuno mede
aproximadamente 18 a 20 metros em um equino de 500 kg. Na sua porcéo oral,
continua-se com o duodeno ascendente e com o ileo em sentido aboral. O jejuno
encontra-se fixo por meio de um longo mesentério a parede dorsal da cavidade
abdominal. Deve-se a esta particularidade a livre mobilidade dentro da cavidade, o
que em alguns casos acaba em conseqiéncias desastrosas. O longo mesentério
permite-lhe a exteriorizacdo com relativa facilidade na laparotomia exploratoria,
facilitando o exame visual, resseccao e anastomose (FRANDSON & SPURGEON,
1992).

A relacao entre o jejuno e 0 seu suprimento sangliineo é importante para
entendimento dos processos isquémicos e na tomada de decisdes cirlrgicas.
Entre 15 e 20 artérias jejunais surgem da artéria mesentérica cranial e correm
através do mesentério, dispostas em forma de arcadas para suprir o intestino

delgado. A oclusdo de uma dessas artérias provavelmente ndo resulte em



isquemia intestinal devido ao suprimento colateral disponivel pelas anastomoses
adjacentes (EDWARDS & PROUDMAN, 2002).

O jejuno também possui um complexo, mas eficiente, sistema de
suprimento sanguineo intramural. A conseqiéncia dessa cautelosa particularidade
funcional, € que tanto vasos jejunais no mesentério como vasos intramurais
deverdo ser ocluidos para produzir isquemia intestinal. Uma consideragéao
adicional é a distribuicdo sanglinea no jejuno, aproximadamente 80% vai para a
mucosa que é considerada a parte metabolicamente ativa do intestino. Por esta
razdo, a mucosa intestinal € a mais afetada pela reducado do fluxo sangulineo
comparado com o resto do intestino (EDWARDS & PROUDMAN, 2002).

Por sua vez, o ileo constitui a dltima porcdo do intestino delgado, com
aproximadamente um metro de comprimento. Termina na juncao ileocecal e é

Y by

espesso a palpacdo quando comparado ao jejuno, devido a grossa parede
muscular que possui. Histologicamente o ileo é completamente diferente do
jejuno, contém numerosas células caliciformes e células com uma variedade de
neuropeptideos responsaveis pela coordenacdo da motilidade intestinal
(FRANDSON & SPURGEON, 1992).

As obstrucdes intestinais continuam sendo um grande desafio para a
medicina de equinos nos tempos atuais.

O desconforto abdominal € agudo com quadro doloroso severo, continuo é
incontrolavel. O cavalo pateia constantemente o solo, alternando os membros
anteriores, rola no chao e se apresenta excitado no inicio da crise, e revela-se
deprimido nas fases finais. Geralmente ocorre refluxo nasogéastrico espontaneo,
que sera mais precoce quanto mais préxima estiver a obstrucdo do estbmago, ou
quanto mais extensa for a area intestinal atingida. Convém lembrar que, em
virtude da total oclusdo do lumen do intestino e da intensa perda liquida e
eletrolitica para o intestino delgado ocluido, o refluxo enterogastrico sera grande,
podendo causar dilatacdo gastrica aguda e ruptura. Em razéo das grandes perdas
liquidas, e dos desequilibrios eletrolitico e acido-base que se instalam, além da

intensa toxemia, o cavalo apresentara conjuntivas congestas, tempo de



preenchimento capilar quase sempre acima de seis segundos, freqiiéncia cardiaca
acima de 70 bat/min, e respiratéria acima de 40 movimentos por minuto. O quadro
clinico se traduz por extrema gravidade, onde as deple¢des que o organismo sofre
quanto ao aparelho cardiovascular, evoluem rapidamente, levando o animal a
morte em menos de 24 horas (THOMASSIAN, 2005).

O comprometimento vascular pode ser venoso ou venoso e arterial, mas a
tipica lesdo estard caracterizada pela oclusdo venosa antes da arterial com
consequente congestao venosa. Poucos minutos apds o inicio da estrangulagéo, o
segmento intestinal envolvido e seu mesentério tornam-se intensamente
congestos em consequéncia da estase venosa. Se este é simultdneo a ocluséao
arterial, como alguns casos relatados de obstrucdo por lipoma pedunculado, o
intestino torna-se cianético, mas ndo edemaciado. Em alguns casos, a grossa
parede das artérias e arteriolas resiste de tal forma a manter o bombeamento do
sangue dentro das veias e vénulas distendidas. Pouco a pouco o segmento
intestinal envolvido mostra-se vermelho-escuro. Quase imediatamente o endotélio
vascular torna-se permeavel, permitindo a difusdo do plasma nos tecidos
(EDWARDS & PROUDMAN, 2002).

Oitenta por cento do suprimento sanguineo no intestino vai para a mucosa.
Assim, a viabilidade da referida camada mucosa € extremamente sensivel a
hipdxia, € em poucos minutos a privacdo de oxigénio evidencia mudancas
morfoldgicas ultraestruturais. Alteracbes nas células epiteliais superficiais das
vilosidades sédo evidentes e continuam em direcdo as criptas. EDWARDS &
PROUDMAN (2002) relataram que entre 4 a 5 horas o epitélio da mucosa
encontra-se completamente necroético. Durante 6 a 7 horas, os efeitos
degenerativos decorrentes da hipoxia estendem-se a camada muscular. Assim
que a barreira da mucosa é prejudicada, bactérias Gram-negativas e endotoxinas
permeiam a lamina propria e a submucosa, atingindo rapidamente a circulagao
sanguinea.

A sindrome clinica conhecida como endotoxemia, que ocorre

subseqlientemente as desordens gastrointestinais que causam célica (MOORE,



1988) ou devido a septicemia por bactérias Gram-negativas (KOTERBA et al.,
1984; MORRIS, 1984), tem sido estudada intensamente em equinos desde a
década de 70 do século passado, e tal afeccdo € causa determinante de
morbidade e mortalidade consideravel nos equinos.

Apesar da endotoxina permanecer intimamente associada a membrana
externa na bactéria viva, ela é liberada quando ocorre replicacdo bacteriana
rapida, lise ou morte do microorganismo (HENRY & MOORE, 1990; OLSON et
al.,1995).

Soltas na circulagédo, as endotoxinas dao inicio a diversas injurias nas
células endoteliais € nas plaquetas. As plaquetas sado imediatamente estimuladas
a liberacao de substancias vasoconstritoras, tromboxanos e serotonina. Alteragdes
no endotélio aumentam a permeabilidade vascular, e é liberada prostaciclina e os
neutréfilos sdo estimulados especialmente nos pulmdes e no lugar onde ocorreu a
injuria intestinal (EDWARDS & PROUDMAN, 2002).

Com o acumulo de informacbes sobre a fisiopatologia das lesbes
isquémicas, difundiu-se o conceito de que a reperfusdo em tecidos isquémicos
apesar de essencial para prevenir a morte celular por andxia, produzia um efeito
paradoxal de agravamento das lesdes preexistentes, o0 que se convencionou
chamar de lesao de reperfusdo (FLAHERTY & WEISFELDT, 1988).

Na década de 1980, constatou-se por intermédio de estudos em animais
submetidos a processos de isquemia e reperfusdo experimentais que, em
determinadas situacdes, as lesGes produzidas durante o periodo isquémico
evoluiam com o retorno da perfusdo (PARKS & GRANGER, 1986), levando a crer
que na verdade parte dos resultados negativos pudesse ser atribuida ao
agravamento das lesdes em tecidos corretamente considerados viaveis durante o
procedimento cirurgico.

Nos equinos apesar de haver alguma controvérsia em relacéo a relevancia
da lesao de reperfuséo do trato gastrointestinal, a ocorréncia do agravamento das

lesbGes durante o periodo de reperfusdo ja foi demonstrada experimentalmente no



jejuno (HORNE et al., 1994; COSTA, 2007), no célon maior (MESCHTER et al.,
1991; MOORE et al, 1994a) e no c6lon menor (FALEIROS, 2003).

De modo geral a isquemia € definida como a redugé@o ou interrup¢do do
fluxo sanglineo, constituindo uma das principais causas de lesdo tecidual
(COTRAN et al., 1994; METZE, 1998). As alteracdes celulares estdo diretamente
relacionadas a duragcdo da isquemia e quando essa se prolonga por tempo
suficiente acarreta necrose.

Particularidades anatémicas na vasculatura favorecem o desenvolvimento
de hipdxia na mucosa do intestino por meio do mecanismo de contracorrente das
vilosidades. O suprimento sanglineo se da através de uma artéria central unica,
localizada préximo aos capilares subepiteliais e a rede de drenagem venosa. Tal
proximidade permite a difusdo do oxigénio da circulacao arterial para o leito capilar
e a circulacao venosa determinando que sua concentragdo no sangue que chega
a extremidade das vilosidades seja reduzida. Em condi¢gdes normais, essa difusao
é limitada pela alta velocidade do fluxo sanguineo, mas com o estabelecimento da
isquemia ocorre reducdo do fluxo arterial e esse processo se intensifica e
determina a reducdo da quantidade de oxigénio que chega a extremidade das
vilosidades e a ocorréncia de lesdes isquémicas (LUNDGREN & HANGLUND,
1978).

Devido a lesdao de mucosa, a isquemia torna-se particularmente grave no
intestino, desencadeando efeitos intensos e complexos, em decorréncia da
absorcdo de endotoxinas e da ocorréncia de disturbios hidroeletroliticos e no
equilibrio &cido-base, que se manifestam em érgaos a distancia e cujo tratamento
torna-se mais dificil que a correcdo dos distlurbios isquémicos ou a resseccao
cirurgica intestinal (MOORE, 1990).

Com o restabelecimento do aporte sangiiineo para o tecido, varios fatores
atuam para o agravamento das lesdes teciduais. Inicialmente, considerava-se que
a leséo de reperfusdo era causada pela producao aumentada de espécies reativas
de oxigénio no tecido pos-isquémico (PARKS & GRANGER, 1983; McCORD,
1985).



As espécies reativas derivadas do oxigénio (EROs) sdo moléculas que
possuem um elétron ndo emparelhado em seu orbital externo. Devido a esta
caracteristica s&do altamente reativas, e podem produzir alteragbes celulares
graves por peroxidagdo de lipideos do citoplasma e da membrana celular,
oxidacdo de proteinas e fragmentacdo de &cidos nucléicos. As EROs mais
importantes sdo o superoxido (Oz) e o radical hidroxil (OH). O peroxido de
hidrogénio (H20.), apesar de ndo ser um radical, participa dos processos de
sintese e liberacdo de O, e do OH’, além de também possuir potencial nocivo,
sendo por isso considerado conjuntamente com as EROs. A formacado dessas
moléculas constitui um processo fisiol6gico no organismo, durante o metabolismo
aerdbio e outros processos metabdlicos oxidativos. Além disso, as EROs sao
sintetizadas nos leucécitos e macréfagos por intermédio da ativagdo catalitica da
enzima NADPH-oxidase em um processo conhecido como explosado respiratoria,
que constitui o principal mecanismo de eliminagdo de microorganismos
fagocitados (FLAHERTY & WEISFELDT, 1988; COTRAN et al., 1994;
HALLIWELL, 1994; PEREIRA, 1998).

A pesar dos efeitos nocivos, as EROs ndo determinam alteragbes celulares
em condi¢des normais, visto que sua producao ocorre em quantidades limitadas e
sao eliminados prontamente por meio de sistemas antioxidantes (ROCHAT, 1991;
COTRAN et al., 1994; PEREIRA, 1998).

O equilibrio entre a eliminacdo de EROs é fundamental para manter a
integridade dos tecidos. Quando ha desequilibrios as EROs desencadeiam um
processo chamado de estresse oxidativo, produzindo alteragbes teciduais
(ROCHAT, 1991; McCORD, 1985; COTRAN et al., 1994; PEREIRA, 1998).

Além das EROs, outros fatores contribuem para a lesdo de reperfusao.
Com o retorno da perfusao sanglinea, desencadeia-se um aumento expressivo na
atividade de varios elementos que por sua vez induzem efeitos vasoativos,
predominando a vasodilatagdo, aumento da permeabilidade vascular, estimulo de
agregacao plaquetaria e quimiotaxia para neutréfilos (COTRAN et al, 1994;
MOORE et al., 1995).



A acédo dos eicosanoides, do fator de agregacao plaquetaria e a formacao
de espécies reativas estimulam o acumulo de neutrdéfilos no tecido pds-isquémico.
A adesdo dessas células ao endotélio vascular, na microcirculagdo, dificulta o
fluxo sangiineo local. Além disso, os neutréfilos determinam uma segunda fase de
lesdo por EROs, consequente a produgédo de O, e sua liberagdo no tecido. Esse
radical, além de produzir alteragdes teciduais diretamente possibilita a formacao
do acido hipocloroso pela mieloperoxidase liberada pelos neutréfilos, fato
extremamente lesivo (ZIMMERMAN & GRANGER, 1992; GRANGER &
KORTHUIS, 1995; INOUE et al., 1998).

O 6xido nitrico também pode estar envolvido no processo de isquemia-
reperfusao (IR) (COTRAN et al., 1994; GRANGER & KORTHUIS, 1995). Este gas
radical livre, sollvel e de curta duragéo, produzido por muitos tipos celulares, é
capaz de mediar uma variedade de fung¢des. No sistema nervoso central, regula a
liberacao de neurotransmissores, bem como o fluxo sangliineo. Os macrofagos o
utilizam como metabdlito citotéxico para destruir microbios e células tumorais e,
quando produzido pelas células endoteliais, onde foi originalmente chamado de
fator de relaxamento derivado do endotélio, causa o relaxamento do musculo liso
e vasodilatacao (KUMAR et al., 2008).

A partir dos estudos de Furchgott e Zawadzki, foi desencadeada uma era
de intensos trabalhos na década de 1980, a qual esclareceu e estabeleceu
conceitos e mecanismos que envolviam o NO. Confirmou-se sua sintese a partir
da L-arginina, do oxigénio molecular, da NADPH, pela enzima 6xido nitrico sintase
(NOS).

Foram descritas trés isoformas de NOS, com diferentes distribuigbes nos
tecidos. O tipo | (hNOS) uma NOS neuronal constitutivamente expressa, que néao
tem papel significativo na inflamagao. Ocorre fisiologicamente sendo dependente
do calcio e do NADPH e sintetiza o NO a partir da L-arginina existente nas células
endoteliais, no cérebro e nas plaquetas. O tipo Il (iNOS) uma enzima induzivel,
presente nos macrofagos, neutréfilos, células de Kupffer, hepatdcitos, midcitos

cardiacos, epitélio respiratério e nas células endoteliais, induzida por varias
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citocinas e mediadores inflamatérios, principalmente pela IL-1, TNF, INF-y e por
endotoxinas bacterianas, responsavel pela produgcdgo de NO nas reacdes
inflamatérias, independentemente do calcio. O tipo Il (eNOS) uma NOS
sintetizada  constitutivamente, = encontrada  primariamente, mas  né&o
exclusivamente, no endotélio (KNOBEL, 1996).

A eNOS e a nNOS atuam por meio da calmodulina, utilizando célcio e
produzindo NO em pequenas quantidades e com efeito transitorio. Esse efeito
transitério estd relacionado com as alteragdes fisiolégicas que ocorrem
constantemente na circulacdo. O fluxo pulsatil propicia a liberacao da eNOS e
formacdo de NO com a conseqliente incorporacdo ao conteudo circulatério.
Mediante esse mecanismo, o fluxo na circulacao coronaria aumenta varias vezes
durante o esforco fisico em relacdo ao de repouso.

A liberagao de NO, por meio da NOS e da eNOS, exerce efeito protetor no
choque séptico, melhorando o ténus vascular, prevenindo, portanto, uma
vasoconstricao excessiva periférica e uma diminuicdo do fluxo (que ocorreria na
auséncia de producao de NO), a despeito de concentracdes elevadas de diversas
substancias vasoconstritoras (KNOBEL, 1996).

Sabe-se que o NO obtido a partir da acdo da NOS sobre a L-arginina, atua
na musculatura lisa dos vasos, ativando a guanilato ciclase soluvel e
desencadeando uma reacdo que culmina na liberacdo de GMP ciclico, com
consequente diminuicdo dos depdsitos de calcio intracelular e relaxamento deste
tecido (KUMAR et al., 2008).

Estudos experimentais demonstram que a inibicdo da sintese do NO pelos
analogos da L-arginina, revertem a hipotensdo e antagonizam os efeitos dos
vasocronstritores liberados durante os quadros de sepse e anafilaxia. Entretanto, é
importante enfatizar que os analogos da L-arginina inibem as isoformas,
constitutiva e induzivel da NO sintase. O ideal seria a inibicdo especifica da NO
sintase induzivel, responsavel pelas reagcbes vasoplégicas preservando as

atividades da NO sintase constitutiva, a qual é de vital importancia para a fisiologia
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da microcirculagdo. A atuacdo na sintese do NO ainda é uma questao
controversa, e até mesmo um assunto de bioética (KUMAR, 2008).

Segundo RAKESTRAW et al. (1996), no intestino o NO produz inibicdo da
motilidade por meio da inervacgao nitrérgica, mas sua fungao principal nos tecidos
consiste na regulacdo do fluxo sanglineo por intermédio do relaxamento da
musculatura vascular, além de reduzir a adesibilidade de neutréfilos ao endotélio
vascular, inibir a formacao de microtrombos e agonizar o vasoespasmo produzido
por substancias vasoconstritoras (BRYANT & ELLIOTT, 1994; WONG & BILLIAR,
1995).

Na inflamacdo, a sintese de NO é aumentada pela ativagdo da enzima
oxido nitrico sintase induzida (INOS), e entdo este passa a exercer efeitos
indesejaveis mediante a interferéncia na regulacao da circulagao local e sistémica
ou da producdo de moléculas altamente reativas como os radicais hidroxil e
diéxido de nitrogénio e o anion peroxinitrito (COTRAN et al., 1994; WONG &
BILLIAR, 1995).

Contudo KUBES (1993) e MUELLER et al. (1994) demonstraram que o NO
atenda a injuria de reperfusao no intestino delgado, e segundo LI et al. (1996)
esse atenua a lesao de reperfusao no miocardio. WHITE (1995) considerou que o
papel do NO na injaria de reperfusao intestinal ainda é controverso.

Na tentativa de inibir os efeitos do éxido nitrico, considerando que este
importante mediador, além de participar na acentuada vasodilatacdo sistémica
com reduzida resposta a estimulos vasoconstritores na endotoxemia, em termos
de microcirculagdo, promove focos de vasoconstricdo inapropriada, levando a
hipdxia regional, mesmo na presenca da referida vasodilatacao sistémica e de
hipotensao, foi avaliada por PREISER et al. (1995) a administragdo de azul de
metileno a pacientes sépticos.

O azul de metileno é um corante orgéanico redox fenotiazinico descoberto
por Heinrich Caro em 1876, que inicialmente ganhou prestigio como corante

citologico, e como indicador de éxidoredugao (SCOTTI et al., 2006).
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O azul de metileno foi apontado originalmente como eliminador da producao
de superoxidos e foi descrito seu uso na lesédo por reperfusdo por McCORD &
FRIDOVICH (1970), mais tarde por KELNER et al. (1978).

Ha descricdes do uso do azul de metileno no tratamento da tuberculose
urinaria, da intoxicacdo por cianida, metahemoglobinemia, da intoxicacdo por
nitrito e das infecgdes do trato urinario (SALARIS et al., 1991).

A producdo aumentada de NO tem papel estratégico no desenvolvimento
do choque séptico. KEANEY Jr et al. (1994) avaliaram o efeito do azul de metileno
no choque séptico induzido pela administracao de lipopolissacarideos em coelhos,
e constataram, que o mesmo reverte a hipotensdo causada pela acdo das
endotoxinas.

ZHHANG et al. (1995) examinaram varias doses de azul de metileno na
alteracéo do fluxo sangliineo e da viabilidade tecidual na circulagdo mesentérica
renal e femoral em cées submetidos a choque endotdxico. Estudos in vitro de
isquemia, seguida de reoxigenacdo demonstraram que o azul de metileno é
efetivo na prevencéo dos danos causados pelas espécies reativas de oxigénio, ao
figado e aos rins (SALARIS et al., 1991).

GALILI et al. (1998) investigaram os efeitos do azul de metileno na lesédo
pulmonar causada pela reperfusdo apds isquemia intestinal. Notaram que, apds
uma hora de oclusdo da artéria mesentérica cranial, a reperfusdo induziu a lesao
pulmonar, caracterizada por edema intersticial e alveolar, além de sequestro de
neutroéfilos. Concluiram que o azul de metileno atenuou tais lesdes, com efeito
protetor, no tecido pulmonar.

WEINBROUN et al. (2002) avaliaram os efeitos do azul de metileno na
avaliacao da deteriorizagdo metabdlica e hemodinamica decorrente da isquemia e
reperfusdo. Compararam a infusdo de metileno em varias doses por meio da via
intra-traqueal e intra-peritoneal, as alteracdes era verificadas pela dosagem da
pressdo sanguinea, gasometria e medida do nivel da xantina-oxidase e xantina-
desidrogenase. Relataram a capacidade dose-dependente do azul de metileno em

conter o desenvolvimento dos efeitos deletérios apds isquemia e reperfusdo e da
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similaridade de ambas as vias de administracdo. Consideram ser o azul de
metileno, componente ja estabelecido clinicamente como gerador da inibicdo da
geragdo de espécies reativas de oxigénio. Adicionalmente, tem efeito
vasoconstritor, pois antagoniza os efeitos do éxido nitrico no relaxamento da
musculatura lisa vascular, pelo bloqueio dos sitios de ligacdo do 6xido nitrico e
guanilato ciclase.

O azul de metileno foi considerado e utilizado inicialmente, in vitro, como
bloqueador seletivo da guanilato ciclase em tecido muscular liso. Esta claro
atualmente que também inibe a 6xido nitrico sintase e inativa diretamente o NO
(COLLARES & VINAGRE, 2003).

ILHAM et al. (2003) determinaram os efeitos do anticorpo monoclonal anti-
ICAM-1 do alopurinol e do azul de metileno na lesdo por isquemia/reperfusao
intestinal. O ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1) é um importante mediador
na adesao de neutroéfilos ao endotélio vascular. Presente na superficie das células
endoteliais num grau moderado pode ser fortemente aumentado em um curto
periodo pelas citocinas. Verificaram as alteragdes histopatolégicas, o nivel de
TNF-a e a atividade da mieloperoxidase nos ratos submetidos a
isquemia/reperfusao intestinal. Concluiram nesse estudo que, a aplicacdo de
alopurinol e do ICAM-1, atenuou o efeito da isquemia/reperfusdo, porém, ainda
nao se sabe ao certo qual o melhor momento de aplicagdo dos produtos, nem o
tempo de duracéo da isquemia. O azul de metileno nao foi capaz de prevenir ou
atenuar a lesao tissular intestinal. Os autores sugeriram novos estudos com doses
diferentes para confirmacao ou nao de tais resultados.

Nos ultimos anos, tem sido relatado o uso do azul de metileno em varias
outras especialidades da medicina veterindria, como um dos agentes mais
seguros € amplamente empregado em clinica, desde o final do século XIX
(MENARDI et al., 2006), como tratamento da pancreatite aguda em suinos
(MEIRELES Jr, 2004), e do choque anafilatico em coelhos (BUZATO, 2004), como
tratamento preventivo da peritonite fibrinosa em cadelas submetidas a

ovariohisterectomia (SILVA et al., 2007), em estudos hemodinamicos da funcao
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endotelial de suinos saudaveis (MENARDI et al., 2006), como pré-tratamento no
fendbmeno de retardo do esvazamiento gastrico em ratos (COLLARES &
VINAGRE, 2006), entre outros, mas nenhum estudo completo que nos forneca

informagdes concretas de seu uso e efeitos nos equinos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados 8 equinos machos castrados, sem raga definida, adultos
higidos, com idades variando entre 4 e 8 anos, pesando entre 340 e 400 kg e com
escore corporal de 3 a 4 em uma escala de 1 a 5 segundo SPEIRS (1997). Os
equinos foram mantidos por 15 dias em piquete coletivo com suplementacdo a
base de feno de Coast cross (Cynodon dactylon), ragcdo comercial, sal mineral e
agua ad libitum. Em etapa anterior ao inicio do experimento os animais foram
submetidos ao exame fisico, hematoldgico e bioquimico-sérico. Apds esse periodo
foram distribuidos dentro de diferentes grupos experimentais'.

3.2 Delineamento Experimental

3.2.1 Inducao da Endotoxemia

Apds doze horas de jejum sélido os animais foram levados ao tronco de
contengcdo e a endotoxemia foi induzida nos dois grupos pela administracao
intravenosa de lipopolissacarideo (LPS) de E. coli 055:B5 (Sigma), na dose de 50
ng/kg diluida em 50 ml de solugdo estéril de cloreto de sédio a 0,9%, infundida
lentamente durante 30 minutos. Esse procedimento foi efetuado sempre no
periodo da manhd, entre 7:30 e 8:00 horas. Os parametros obtidos de cada animal
na primeira colheita, antes da administracdo da endotoxina, foram considerados
como dados basais de cada grupo experimental (TO - tempo zero).

3.2.2 Obstrucao Experimental do Jejuno
Uma hora e trinta minutos apds a indugcdo da endotoxemia, os animais

foram trazidos de volta para o tronco de contencdo, em sala climatizada, e

! Processo n? 12471-07 da comiss&o de Etica e Bem Estar Animal (CEBEA) da FCAV/UNESP-Jaboticabal
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sedados com cloridrato de acepromazina® 1% (0,02 mg/kg, |.V.) e quinze minutos
depois foram aplicados 0,44 mcg/kg de cloridrato de detomidina® I.V.

Apds antissepsia com iodo povidine degermante e alcool iodado, procedeu-
se a anestesia local infiltrativa em “L” invertido (TURNER & McILWRAITH, 1982),
na fossa sublombar esquerda. A primeira linha de infiltracdo foi realizada 3 cm
abaixo dos processos transversos das vértebras lombares, de forma paralela ao
plano da coluna vertebral e com 8 a 10 cm de comprimento. A outra linha de
infiltragdo de anestésico, de 10 a 13 cm de comprimento, foi aplicada a 2 cm da
18° costela em sentido caudal e de forma paralela. Foram utilizados 4 mg/kg de
cloridrato de lidocaina* com vasoconstritor a 2%. O anestésico local foi infundido
no tecido subcutaneo, bem como nos planos musculares mais profundos.
Decorridos 15 minutos, realizou-se anti-sepsia do campo operatério e foi colocado
um pano de campo fenestrado no local. Imediatamente antes da incisdo de pele,
foram aplicados 2 mg/kg de cloridrato de tramadol’, por via intravenosa (IV). Foi
realizada uma incisdo de 6 a 8 cm entre a tuberosidade iliaca, 18° costela e a 3
cm ventralmente ao musculo longo dorsal, abrangendo a pele, tela subcutéanea,
musculos obliquos externo e interno do abdémen, musculo transverso do abdome
e peritdbnio, em um Unico plano, empregando-se lamina de bisturi n° 22. A
hemostasia foi realizada por meio de pingas Kelly, com as quais praticou-se
angiotripsia dos vasos de menor calibre. Nos vasos de maior didmetro procedeu-
se a ligadura por meio de fio de categute cromado n° 0°. Na sequiéncia, introduziu-
se a mao na cavidade abdominal, identificou-se a por¢ao final do intestino delgado
por palpacdo, subsequentemente mediante tracdo, exteriorizou-se o 0Orgao
(URIBE, 2004).

Uma vez identificada a prega ileo-cecal, foram percorridos 30 cm em
sentido oral. A partir desse ponto isolou-se um segmento de aproximadamente 30
cm para aplicagdo da obstrugdo experimental. As extremidades do segmento

% Acepran 1% - UNIVET S/A — Ind. Veterinaria - SP

% Dormium V — Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Embu-Guagu - SP

4 Xylestesin 2% com vasoconstritor — Cristdlia — Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Itapira— SP
® Dorless — Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Embu-Guagu - SP

® ETHICON — Johnson e Johnson Produtos Profissionais, Sao José dos Campos — SP
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foram aproximadas e uma ligadura firme foi feita com dreno de Penrose n°3,
aplicada ao redor de modo a ocluir a irrigacdo mesentérica, resultando em uma
lagada estrangulante e determinando assim o modelo experimental de obstrugao
seguido neste estudo. Posteriormente o segmento exposto foi reposicionado na
cavidade peritoneal e a parede abdominal foi suturada, em planos, por meio de
padrao simples continuo com fio de nailon calibre 0,60.

Ao término da sutura lavou-se o campo operatério com solugdo salina
fisiologica. Subsequentemente, fixou-se sobre a ferida, por meio de sutura com fio
de nailon n° 45, uma protecdo composta por compressas de gaze estéreis
embebidas em solucdo de sulfato de neomicina’ a 10%. Ao redor da ferida foi
aplicada uma mistura de 6xido de zinco e permetrina®, para exercer acgdo
repelente.

O periodo de obstrucdo experimental foi de 3 horas, ap6s este periodo os
animais voltaram ao tronco de contencéo e foi abordada novamente a cavidade
abdominal utilizando-se a via de acesso inicial. Os animais foram sedados com
maleato de acepromazina, 0,22 mg/kg, IV, e quinze minutos apds aplicaram-se
0,44 mcg/kg de cloridrato de detomidina, IV. Realizou-se a retirada do curativo,
procedendo-se a lavagem da pele adjacente a incisdo com solucdo salina
fisiolégica e sabdo neutro. Na sequiéncia, foi realizada anti-sepsia do campo
operatorio. Procedeu-se a anestesia local infiltrativa com 20 mL de cloridrato de
lidocaina, com vasoconstritor a 2%, nos bordos da ferida cirargica, e foram
aplicados 2 mg/kg de cloridrato de tramadol I.V., e, em ato continuo, desfez-se a
sutura anteriormente aplicada e abordou-se a cavidade abdominal. Mediante
palpagédo identificou-se o segmento obstruido expondo-o cuidadosamente e
procedeu-se a desfazer a ligadura cortando o dreno com tesoura, liberando-se a
porcao do intestino delgado determinada para estudo. Posteriormente o segmento
obstruido foi reposicionado na cavidade peritoneal e a parede abdominal foi

suturada, em planos, por meio de padrao simples continuo com fio de nylon

7 Neocolin — Vansil Laboratério Veterinario, Descalvado — SP
8 Ungliento Plus — Europharma Laboratérios Ltda, Rio de Janeiro - RJ
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calibre 0,60. Finalmente, foi realizado curativo local e aplicou-se pomada repelente
ao redor da ferida cirargica. (URIBE, 2004).

Apo6s 7,5 horas de reperfusao, completando 12 horas de estudo, foi
realizada a eutanasia dos animais. Para tal efeito, foram pre-medicados com 2
mg/kg de xilazina® pela via intravenosa. Aguardou-se um periodo (minimo) de 15
minutos e os animais foram induzidos a anestesia dissociativa com cetamina'® na
dose de 4 mg/kg pela via intravenosa. Imediatamente apos a indugéo, foi realizada
a administracdo 800 mg totais de lidocaina 2% no espago intratecal, entre as
vértebras cervicais C1 e C2, (com um cateter intravenoso 14G), sendo essa via
confirmada através de fluxo positivo de liquido cefalorraquidiano (LCR) pela
agulha. Considerou-se o 6bito do animal mediante confirmacao da interrupgéo da

atividade cardio-respiratoria.

3.2.3 Grupos Experimentais

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos
experimentais:
a) Grupo GLA (Grupo LPS - Azul de metileno): Nos 4 animais deste grupo
inicialmente foi induzida a endotoxemia, uma hora e quinze minutos depois 0s
animais receberam uma solugao de azul de metileno, na dose 3 mg/kg, 1.V, por 15
minutos, e apds este procedimento foi realizada a obstrugcdo experimental do
jejuno. Decorridas trés horas da administracao do azul de metileno, uma solugao
de cloreto de sédio a 0,9% (solucéo salina) foi administrada por via intravenosa,
em volume equivalente ao volume da solugcdo de azul de metileno, e quinze

minutos depois, procedeu-se a desfazer a obstrucéo.

b) Grupo GLS (Grupo LPS - Salina): Nos 4 animais deste grupo inicialmente foi
induzida a endotoxemia, uma hora e quinze minutos depois foi administrada
solugdo de cloreto de sbédio a 0,9% (solugdo salina), 1.V, por 15 minutos, e

imediatamente apos este procedimento foi realizada a obstrugdo experimental do

® Coopazine 2% - Schering-Plough, Cotia — SP - Brasil
'% Ketamin — Cristélia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda., ltapira — SP - Brasil
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intestino delgado. Decorridas trés horas da administracao da solucao salina, uma
solugdo de azul de metileno, na dose de 3 mg/kg, foi administrado por via
intravenosa, em volume equivalente ao volume da solugéo salina e quinze minutos

depois desfez-se a obstrucao.

3.2.4 Intervalos de Avaliacao

3.2.4.1 Avaliacao Clinico-Laboratorial

Os parametros clinicos e laboratoriais foram avaliados imediatamente antes
da inducdo da endotoxemia (T0) e 1,5 horas apds inducao HAI (T1); 4,5 HAI (T2);
6 HAI (T3); 7,5 HAI (T4); 9 HAI (T5); 10,5 HAI (T6) e 12 HAI (T7).

3.2.4.2 Avaliacao Histoldgica
Foram colhidas amostras intestinais no segmento experimental em periodo
imediatamente anterior a obstrucao (T0); ao final da obstrugédo (T1) e 6 horas apés

reperfuséo (T2).

3.3 Procedimentos

3.3.1 Avaliacao Clinica

As variaveis clinicas avaliadas em cada tempo foram: freqiéncia cardiaca
(FC, batimentos/min.) por meio de auscultagdo com estetoscopio; freqiéncia
respiratéria (FR, movimentos/min.) por observacdo da movimentacdo do gradil
costal durante a inspiragdo e expiragao; temperatura retal (TR, °C) por meio de
termdémetro clinico convencional; e tempo de preenchimento capilar (TPC, seg.)
por compressao da mucosa gengival, determinando-se o tempo em segundos
para o desaparecimento da impressao digital.

Também foram avaliadas a coloragdo das membranas mucosas conjuntival

e oral, atitude e postura ao decorrer do periodo experimental.
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As mucosas orais foram classificadas, de acordo com sua coloragdo em:
résea palida, rosea (normal), levemente congesta, congesta, congesta vermelho

tijolo com presencga de halo toxémico e ciandéticas.

3.3.2 Avaliacoes Laboratoriais

As amostras foram coletadas por venopungdo jugular, utilizando-se o
sistema de colheita a vacuo'' e acondicionados em tubos com anticoagulante
EDTA (acido etilenodiaminotetracético di-sddico) para a realizacdo de hemograma
e determinacdo das proteinas totais (PT); fluoreto de sbédio para dosagem de
glicose; heparina para dosagem de éxido nitrico. Amostras coletadas em tubos
sem anticoagulante foram utilizadas para determinagdo da atividade da enzima
creatina quinase (CK).

As amostras do liquido peritoneal foram coletadas por médio de
abdominocentese, com a utilizagdo de uma canula mamaria estéril, onde acoplou-
se uma seringa de 20 ml para aspiracdo do liquido peritoneal, e posterior
transferéncia deste para tubos a vacuo contendo solugcédo anticoagulante EDTA
para qualiquantificacdo citolégica, fluoreto de sédio para dosagem de glicose.
Amostras coletadas em tubos sem anticoagulante foram utilizadas para dosagem
da atividade da enzima CK.

Para a contagem de hemacias, leucécitos e células nucleadas (liquido
peritoneal) procedeu-se a diluicdo'* das amostras e, em seguida, & contagem em
um contador automatico de células'. As contagens diferenciais dos leucécitos e
células nucleadas foram conduzidas em esfregacos corados com uma mistura de
Metanol, May-Grunwald e Giemsa. A partir das contagens diferenciais, os valores
percentuais foram multiplicados pela contagem total de leucdcitos para a
determinagdo das concentracdes absolutas dos diversos leucécitos. O volume

globular foi determinado pela técnica do microhematocrito. O teor de hemoglobina

"' BD Vacutainer™. BD Vacutainer Systems, Preanalytical Solutions, UK
'2 DA500 — CELM Cia Equip. Labort, Modernos, Barueri — SP
¥ CC510 — CELM Cia Equip. Labort, Modernos, Barueri — SP
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foi obtido por meio de “kit” comercial para hemoglobina'* e a leitura efetuada por
meio de um sistema de analisador automatico'.

Para a analise bioquimica, as amostras de soro, plasma e liquido peritoneal
foram separadas apo6s centrifugagcdo (1.500 X g, 10 minutos), aliquotadas,
congeladas e estocadas a temperatura de 20 °C negativos. O teor de PT foi
determinado pelo método de biureto'®, a atividade da enzima CK pelo método
IFCC'" e as concentragbes de glicose pelo método de Bondar & Mead
modificado'® utilizando-se conjunto de reagentes comerciais. A concentracdo de
fibrinogénio plasmatico e do liquido peritoneal foi estimada pelo método de
precipitacao pelo calor e realizou-se a leitura por meio de refratometria (MILLAR,
et al.,, 1971). As leituras das analises para obtencédo dos resultados finais foram
conduzidas em espectrofotobmetro semi-automatico com luz de comprimento de
onda apropriado para cada teste'. A densidade do liquido peritoneal foi medida
por meio de refratometria® e o pH foi mensurado por meio de fitas indicadoras de
szl_

As analises hematolégicas e bioquimicas foram realizadas no Laboratério
de Patologia Clinica do Hospital Veterinario Governador Laudo Natel da
FCAV/UNESP.

A dosagem de éxido nitrico (NO) foi realizada pelo método Nitrato/Nitrito, a
partir de amostras de sangue colhidas em tubos estéreis contendo heparina
sbdica, centrifugadas a 1500 x g por 10 minutos e o plasma sobrenadante foi
coletado, aliquotado e estocado em tubos de polipropileno em freezer - 70 °C até
serem analisadas para a concentragao de NO.

A dosagem dos niveis de NO plasmético foram determinadas utilizando-se
o método de quimiluminescéncia. Uma aliquota de cada animal foi descongelada

em temperatura ambiente e em local escuro durante 20 a 30 minutos. O volume

* Hemoglobina — LABTEST Diagnéstica S.A., Lagoa Santa — MG

'3 Labquest® Bio 2000 — LABTEST Diagndstica S.A., Lagoa Santa — MG

'® Ensaio cinético em Ultravioleta — Biureto, LABTEST Diagndstica S.A., Lagoa Santa — MG

7 CK-NAK Liquiform, ensaio conético colorimétrico - LABTEST Diagnéstica S.A., Lagoa Santa — MG

'8 Glicose HK Liquiform, ensaio cinético em ultravioleta - LABTEST Diagnéstica S.A., Lagoa Santa — MG
'9 Labquest® Bio 2000 — LABTEST Diagnéstica S.A., Lagoa Santa - MG

2 Refratdmetro modelo P2-NE — ATAGO.CO. LTD, Téquio — Japao

' pH Universal Indikator strips (0-14), Merck & Co., Inc, NJ — USA
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de 50 pL de cada amostra foi transferido para tubos de polipropileno e
desproteinizada pela adicdo de 100 pL de etanol. A solucdo foi homogeneizada e
deixada em descanso durante 30 minutos no freezer a - 20 °C. Mais tarde, as
amostras foram centrifugadas a 10000 X g durante 5 minutos a temperatura de 25
°C, e 0 sobrenadante foi retirado para realizacdo imediata da medida do nitrito. A
medida da concentragdo do NO foi realizada utilizando um sistema de detecgao
eletroquimica de NO*.

As dosagens de 6xido nitrico foram realizadas no Laboratério da Escola de

Enfermagem da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto — USP.

3.3.3 Avaliacao Histologica

Foram colhidas amostras intestinais no segmento experimental em periodo
imediatamente anterior a obstrucdo; ao final da obstrucdo e 6 horas apds
reperfusdo. Ao final desse periodo também foram colhidas amostras de pulmao,
figado, rim, bago, cérebro e coragdo. As amostras de tecido intestinal foram
constituidas de fragmentos de intestino com aproximadamente 4 x 3 cm, colhidos
da borda anti-mesentérica por meio de corte com tesoura, abrangendo todas as
camadas. Apos a remogdo de cada fragmento, a incisdo foi suturada com
poliglactina 910 (00), em padrédo simples continuo seguido de sutura invaginante
do tipo Cushing.

As amostras intestinais e dos outros 6rgaos foram imediatamente fixadas
em solucdao de formalina tamponada a 10% e, posteriormente, processadas
segundo técnicas rotineiras de inclusdo em parafina, cortadas em micrétomo a
cinco micrébmetros, coradas pela Hematoxilina e Eosina (LUNA, 1968) e
examinadas em microscépio de luz.

No fragmento de tecido jejunal, foram utilizados como parédmetros semi-
quantitativos escores para descamacao epitelial, edema, hemorragia, infiltracao de
neutréfilos e deposigéo de fibrina na mucosa, na submucosa edema, hemorragia,

infiltracdo de neutréfilos e distensdao de vasos linfaticos, na muscular edema,

> MO ANALIZER SIERVER
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hemorragia, distensdo de vasos linfaticos e degeneragdo e na serosa edema,
hemorragia, infiltracdo de neutréfilos, distensao de vasos linfaticos e deposigao de
fibrina, adaptando-se o preconizado por FALEIROS et al. (2001). Na serosa e na
muscular também foram utilizados escores para distensdo de vasos linfaticos e
deposicdo de fibrina, com base em método adotado por DABARAINER et al.
(2001).

3.5 Andlise Estatistica

Os dados obtidos para as avalia¢des clinica e laboratorial, nos diferentes
grupos experimentais, foram submetidos a andlise de variancia pelo Delineamento
Inteiramente Casualizado (DIC) com parcelas subdivididas por intermédio do
programa GENES®, seguida da comparacéo das médias pelo teste de Tukey (p <
0,05). Para comparacao entre os grupos foi utilizado o teste t (p < 0,05).

Os parametros clinicos (atitude e coloragdo das mucosas) foram
apresentados de forma descritiva.

Para as avaliagbes histoldgicas, os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia em blocos ao acaso, utilizando-se 0 mesmo programa, e as
médias submetidas ao teste de Tukey (p < 0,05) para comparacao nos diferentes
momentos em um mesmo grupo. Para comparagao entre os grupos foi utilizado o
testet (p < 0,05).

% GENES Aplicativo Computacional em Genética e Estatistica for Windows Vers&o 0.0 — 2007
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliacao Clinica

A medicacao pré-anestésica e a anestesia local pelo flanco mostraram-se
eficientes para a exposi¢cdo e manipulacdo do segmento do jejuno, ndo sendo
observadas reagdes, por parte dos animais, que comprometessem a realizacao
adequada da cirurgia.

Decorridos 60 minutos da aplicacdo de LPS, todos os animais
apresentaram-se deprimidos e inapetentes. No GLA sinais de dor abdominal
moderada e continua foram evidentes 2 horas apds a obstrucdo experimental do
jejuno, sendo mais intensas na fase de reperfusao, e, mantiveram-se até o final do
periodo experimental. Os animais desse grupo apresentaram inquietacao,
movimentos de cavar com o0s membros anteriores, deitaram e rolaram
discretamente no chdao. No mesmo grupo foi necesséaria a passagem da sonda
nasogastrica 3 horas apds a desobstrucdo, por intermédio da qual foram
evacuados em média, 10 L de refluxo gastrointestinal. A sonda nasogastrica foi
mantida até o final do periodo de estudo, sendo evacuadas pequenas quantidades
de refluxo de forma intermitente.

Por sua vez, nos animais do GLS, os sinais de dor abdominal foram mais
leves entre 2 horas apds a realizacdo da obstrucdo até o inicio da fase de
reperfusao, restringindo-se a alternancia no apoio dos membros pélvicos, sendo
que depois de referido periodo comportaram-se normalmente.

Congestdao das membranas mucosas, foi observada em todos os animais
do GLA a partir da fase de reperfusdo, no GLS 3 animais apresentaram congestao
a partir do mesmo periodo, retornando a coloragdo normal 1,5 horas apés (6 HAI).

Elevacao da FC ocorreu a partir das 6 HAI nos animais do GLA e das 9 HAI
naqueles do GLS em comparagdo aos valores basais (p < 0,05), contudo néo
houve diferenca significativa entre os grupos estudados.

Foi observada diferenga significativa na f as 9 HAI quando comparados 0s

grupos.
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A TR elevou-se no GLA a partir das 6 HAl e no GLS a partir das 7,5 HAl em
confrontagdo com os valores registrados no inicio do experimento (p < 0,05). As 6
HAI foi observada diferencga significativa entre os grupos.

Aumento do TPC observou-se as 12 HAI no GLA em relacdo aos valores
basais.

As médias da FC, FR, TR e TPC estdo apresentadas na Tabela 1.

4.2 Avaliacao Hematoldgica e Bioquimica

A analise laboratorial do sangue periférico evidenciou aumento no nimero
de heméacias nos animais do GLA, a partir das 9 HAI, em comparacao ao tempo
inicial, sendo que as 12 HAI houve diferenca, quando comparados os grupos. Os
teores de hemoglobina e o volume globular mantiveram-se estaveis até as 10,5
HAI nos animais do GLA e até as 12 HAI no GLS, em relacdo ao tempo inicial,
ocorrendo diferenca do volume globular as 4,5; 6; 7,5 e as 12 HAI quando
comparados 0s grupos. As médias dos valores de hemoglobina, volume globular e
contagens globais de hemacias estdo apresentadas na Tabela 2.

Registraram-se variagbes no numero de leucdcitos totais, ocorrendo uma
diminuicao significativa nos animais dos dois grupos 1,5 HAIl em relacdo ao
momento inicial. Aumento no niumero de neutréfilos segmentados ocorreu a partir
das 9 HAI nos animais do GLS em relagdo ao T0O. Diminuicdo no numero de
linfécitos nos animais do GLS registrou-se a partir das 7,5 HAI em relagdo ao
tempo inicial. Observou-se aumento no numero de eosindfilos no GLA, as 6 HAI
em relagdo aos valores registrados no inicio do estudo. Identificaram-se diferencas
entre os grupos com relagdo ao numero de neutréfilos bastonetes as 4,5 HAI, e as
9 HAI de eosindfilos. Os valores médios obtidos para as contagens de leucécitos
totais, neutrofilos bastonetes e segmentados, linfécitos, eosindfilos, baséfilos e
mondcitos no sangue dos animais dos grupos GLA e GLS, estdo apresentados na
Tabela 3.

Verificou-se reducdo na concentragdo plasmatica das proteinas totais das

4,5 as 7,5 HAI nos animais do GLS em comparacao aos valores iniciais.
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Observaram-se variagcdes na atividade da enzima CK e nos niveis de
fibrinogénio plasmatico a partir das 7,5 HAI no GLA e das 9 as 10,5 HAI no GLS
em relacdo ao tempo inicial. Foram identificadas diferencas quando comparados
0s grupos na atividade da CK das 6 até as 9 HAI; na concentragcao das proteinas
plasmaticas totais desde o inicio do estudo e as 1,5; 4,5; 6 e 10,5; e nos niveis de
fibrinogénio plasmatico ao longo do periodo experimental. N&o foram identificadas
variagbes nas taxas de glicose plasmatica nos diferentes grupos. Os valores
médios obtidos para as diferentes caracteristicas bioquimico-séricas estao

apresentados na Tabela 4.

4.3 Analise do Liquido Peritoneal

As colheitas de liquido peritoneal ocorreram sem complicagées em todos os
animais, sendo necessario, as vezes, a manipulacdo da sonda mamaria
movimentando-a para dentro e para fora, de forma a permitir a drenagem do
liquido. Os volumes obtidos foram suficientes para realizagdo de todas as andlises
propostas. Nao foram observadas quaisquer complicagdes na técnica.

Na andlise do liquido peritoneal foram observadas variagdes nas contagens
de células nucleadas totais e de mondcitos a partir das 4,5 HAI, em ambos os
grupos, no GLS ainda verificou-se aumento no numero dos neutrofilos
segmentados a partir do mesmo momento. Foram observadas diferencas no
numero de eosindfilos as 7,5 HAI e no niumero de linfécitos as 10,5 HAI quando
comparados os grupos. Ndo foram identificadas variacbes nas contagens de
baséfilos, eosindfilos e neutréfilos bastonetes em relagdo aos valores iniciais. As
alteragdes citoldgicas do liquido peritoneal estao apresentadas na Tabela 5.

Observou-se aumento na concentragdo das proteinas totais peritoneais nos
dois grupos a partir das 4,5 HAI em relacao ao tempo inicial. A atividade da CK
apresentou aumento nos dois grupos a partir das 1,5 HAI em relagcdo ao T0. Foi
observada diferenga na concentracdo de fibrinogénio as 1,5 HAI, quando

comparados 0s grupos.
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A taxa de glicose peritoneal ndo apresentou alteracdes ao longo do estudo,
em nenhum dos grupos. As andlises bioquimicas do liquido peritoneal estao
apresentadas na Tabela 6.

Com relagédo as contagens de hemacias no liquido peritoneal foi observado
aumento a partir das 4,5 HAI nos dois grupos em relagdo ao tempo inicial, assim
como da gravidade especifica do liquido, sendo observadas diferencas as 7,5; 9; e
10,5 HAI, quando comparados os grupos. Foram também identificadas diferencas
no pH do liquido peritoneal as 1,5; 4,5; 7,5 e 12 HAI, quando comparados o0s
grupos.

As contagens globais de hemacias, bem como os valores de pH e da gravidade

especifica do liquido peritoneal estdo apresentados na Tabela 7.

4.4 Mensuracao do Oxido Nitrico

Os valores obtidos para concentragdes de 6xido nitrico no sangue e no
liquido peritoneal ndo apresentaram alteragdes significativas ao longo do ensaio e
estao apresentados na Tabela 8.

4.5 Avaliacao Tecidual

4.5.1 Avaliacao Macroscopica

Ao final do periodo de obstrucdo (T1), os animais dos dois grupos
experimentais apresentaram coloracdo de algumas areas da serosa, do segmento
obstruido, que variou de arroxeada a palida e distensdo dos vasos do mesentério.
No local onde se aplicou o estrangulamento por meio do dreno, foi observada
coloracao palida, evidenciando sinais de isquemia. Alguns minutos apés a retirada
do dreno, iniciou-se o restabelecimento da irrigacao, retornando a sua coloracao
normal.

No momento da colheita da amostra do segmento obstruido (T1),

observaram-se parede intestinal espessa e extravasamento de grande quantidade
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de sangue, e mucosa avermelhada. A parede intestinal apresentou-se espessa
sugerindo a presenga de edema.

Sete horas e meia apds desfeita a obstrugdo, os animais do grupo GLA
apresentaram a mucosa do segmento obstruido de coloragdo vermelho-escuro e
deposi¢do de grande quantidade de fibrina. Ja, nos animais do GLS a mucosa
apresentou-se vermelho-clara e deposi¢cdo de pouca a moderada quantidade de
fibrina.

Em todos os animais do GLA foram observadas petéquias no mesentério.

Nos dois grupos verificaram-se, 7,5 horas ap6s a desobstrucao, lesées da
serosa como coagulos e areas hemorragicas, nao s6 no segmento obstruido como
em toda a extensdo do intestino delgado. Ao corte, observou-se, ainda, edema da

submucosa sendo mais evidente nos animais do GLA.

4.5.2 Avaliacao Histologica

As lesbes teciduais ocorreram principalmente nas camadas mucosa e
submucosa em ambos os grupos. Na andlise quantitativa da mucosa observou-se
hemorragia de moderada a severa nos animais do GLA e de leve a moderada
naqueles do GLS.

Nos dois grupos observou-se desprendimento do epitélio da mucosa, sendo
que nos animais do GLA também houve desprendimento do epitélio das criptas
com degeneracao e necrose progressivas da lamina propria.

A infiltracdo de neutréfilos e a deposicdo de fibrina na mucosa foram
observadas nos dois grupos, porém com menor intensidade no GLS.

Na submucosa observou-se a presenca de edema, hemorragia, infiltracdo
de neutrdfilos e distensdo de vasos linfaticos, sendo que nos animais do GLS o
edema foi mais intenso e, por outro lado, a hemorragia no GLA foi mais evidente.

Na camada muscular o acumulo de neutréfilos foi intenso no GLS e no GLA

observou-se maior grau a degeneragao da camada muscular.
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Na serosa do GLS observaram-se hemorragia de moderada a intensa,
acumulo intenso de neutréfilos, edema e deposigéo de fibrina, no GLA hemorragia
e edema menos intenso foram encontrados.

A medias dos escores para classificagdo das lesdes no jejuno estdo

apresentadas na Tabela 9.

4.5.3 Analise Semi-quantitativa

N&o houve alteragdes significativas na submucosa de ambos os grupos. As
lesbes foram detectadas nas camadas mucosa, muscular e serosa. Hemorragia e
infiltracdo de neutrdéfilos ocorreram na mucosa do jejuno dos animais do GLA,
assim como degeneracao da camada muscular. Distensdo de vasos linfaticos foi
observada na serosa dos animais do GLS. Essas lesdes se manifestaram

predominantemente no periodo da reperfusao.

4.5.4 Avaliacao Histologica do Pulmao
Todos os animais apresentaram acumulo de neutrofilos, de grau leve a
moderado, nos pulmdes, sendo mais intenso nos animais do GLA e, os referidos

neutroéfilos se acumularam nos septos alveolares.
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Tabela 1. Valores médios do tempo de preenchimento capilar (TPC), temperatura retal (TR) e

freqiéncias cardiaca (FC) e respiratéria (FR) de equinos submetidos a obstrugdo experimental do

jejuno associada a administragao de LPS, ap6s o uso do azul de metileno. Jaboticabal, 2008.

Tempos
PARAMETRO GRUPOS

T0 T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7

(0 HAI) (1,5) (4,5) (6) (7,5) 9) (10,5) (12 HAI)
e GLA  Méda  32a 56a 498a 580 7380  80b 845b 89
(bat/min) GLS  Méda 32.8a  43a 425a  52a 553a 6650  73b 67b
R GLA  Méda 9.8 19,5 205 185 235 215 31 30,3
(mov/min) GLS  Méda 14 355 30,5 245 225 345 288 295
TPC GLA Média 1,8a 2a 2,5a 3,5a 3,5a 3,3a 3,8a 4,3b
(segundos) 15 peda 2 23 25 33 28 33 33 33
= GLA  Méda 363a  36a 376a  381b* 38b 383b  381b  382b
0 GLS  Meda 357a  36a 368a  366a 373b  381b  38b 38,4b

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (teste de Tukey, p < 0,05). * Difere entre os grupos para um mesmo

tempo (p < 0,05).
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Tabela 2. Valores médios obtidos para contagens globais de hemacias, concentracdo de
hemoglobina e volume globular de equinos submetidos a obstrugcdo experimental do jejuno
associada a administracdo de LPS, apés o uso do azul de metileno. Jaboticabal, 2008.

Tempos
Parametro Grupos TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
(0 HAI) (1,5) (4,5) (6) (7,5) (9) (10,5) (12 HAI)
GLA Media  5,53a  5,56a 6,41a 6,93a 7,76a 8,10b 8,64b 9,30b*
Hemacias
(x 10°%/uL)

GLS Média 5,62 5,37 5,63 5,47 5,90 6,36 6,92 6,75

GLA Média  9,3a 9,4a 10,6a 11,6a 12,5a 13,2a 13,8a 15b
Hemoglobina

(g/dL) GLS Meéda 93a 89a  93a 9,3a 9,7a 10,1a  11,4b 1,2

GLA Média 27,4a 27,9a 31,7a* 34,4a* 38,7a* 40,5a 43,4a 46,7b*
Volume

Globular (%) GLS Méda 2752 26a 274a  267a 288a  31,1a  34b 33,4a

Médias seguidas da mesma letra nao diferem entre si (teste de Tukey, p < 0,05). * Difere entre os grupos para um mesmo
tempo (p < 0,05).
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Tabela 3. Valores médios obtidos para contagens global e diferencial de leucécitos no sangue de

equinos submetidos a obstrugao experimental do jejuno associada a administragéo de LPS, apés o

uso do azul de metileno. Jaboticabal, 2008.

Tempos
Parametro Grupos T0 T T2 T3 T4 15 T6 T7
(0 HAI) (1,5) (4,5) (6) (7,5 9) (10,5) (12 HAI)

Leucécitos GLA Média 6400a 2225b 3925a 4000a 4150a 4800a 5700a 7025a
Totais
/UL GLS Média 7400a 2575b 4550a 5200a 6000a 6975a 8750a 9375a
Neutrsfilos GLA  Média 4192 7788 27789 2960 29258 3672 43206 5339
Segmentados
/L GLS Média 4388,2a 1364,8a 3198,7a 3941,6a 4680a 5566,1b 7087,5b 7809,4b
Neutréfilos GLA  Media 32 0 0 0 33,2 62,4 131,1 2459
Bastonetes
/uL GLS Média 22,2 12,9 45,5* 52 150 313,9 350 403,1

GLA Média 2041,6 1085,8 11971 1112 1240,9 1142,4 1402,4 1678,9
Linfocitos /pL

GLS Média 2590a 1014,6a 1383,2a 1362,4a 1356b 1408,9b 1723,8b 1668,8b

GLA Média 128 38,9 29,4 90 93,4 108 156,8 140,5
Monécitos /uL

GLS Média 259 45,1 68,3 91 135 156,9 175 257,8

GLA Média 208a 116,8a 49,1a 30b 20,8b 0Ob 14,3b 52,7b
Eosindfilos /uL

GLS Média 203,5 90,1 56,9 78 105 69,8* 87,5 23,4

GLA Média 32 33,4 39,3 30 10,4 36 0 0
Basofilos /uL

GLS Média 74 12,9 11,4* 13 15 17,4 43,8 0

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (teste de Tukey, p < 0,05). * Difere entre os grupos para um mesmo
tempo (p < 0,05).
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Tabela 4. Valores médios obtidos para constituintes bioquimico-séricos e plasmaticos em equinos

submetidos a obstrugao experimental do jejuno associada a administragdo de LPS, apds o uso do

azul de metileno. Jaboticabal, 2008.

Tempos
Parametro Grupos TO T T2 T3 T4 T5 T6 T7
(OHA) (15 (45  (6) (75) ©) (105)  (12HA)
_ GLA  Veda 9 1263 928 993 968 1198 1475 1528
Glicose
(mg/dL) GLS  wMeda 1028 1125 1205 98 1015 1188 1255 1345
GLA _ weda 3157a 2914a 4371a 57052 752,80° 8622b° 10079b 959,30
CK (ULL)
GLS  Meda  2753a 2548a 327a  371a  4129a 5508b 503,80  4233a
GLA  Weda 66 6.1 6 6.1 6.3 6.5 6.4 6.7
PPT (g/dL)
GLS  wMeda B81a  74a 670 70 710 73a  76a 7.7a
Fibrinogénio GLA _ weda 0.d0a 010a 010a 0,10a 013>  0,14b  0,14b  0,13b
Plasmatico
(g/dL) GLS  wMeda  0.232° 023  028a° 025a° 0232 0280 0280' 0,252

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (teste de Tukey, p < 0,05). * Difere entre os grupos para um mesmo

tempo (p < 0,05).
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Tabela 5. Valores médios obtidos para contagens total de células nucleadas e diferencial de
leucécitos no liquido peritoneal de equinos submetidos a obstrugdo experimental do jejuno
associada a administracdo de LPS, apés o uso do azul de metileno. Jaboticabal, 2008.

Tempos
Parametro Grupos To T T2 T3 T2 5 T6 =

(0 HAI) (1,5) (4,5) (6) (7,5) (9) (10,5) (12 HAI)
Células GLA Média 4253 450a 3725b 4750b 23425b  52050b 41600b 54500b
Nucleadas

;’eLritoneais GLS Média 500a 750a 3150b 27400b 25175b  44800b  60900b 71200b
T

Neutréfilos GLA Média 79,7 95,6 3343,2 4441 22429,4 49577,6 40040 5204,8
Segmentados —
m GLS Media 85a 251,32 2409,8b 24317,5b 23161b 42336b 56789,3b 66216b
Neutréfilos GLA Média 0 0 0 0 0 0 0 0
/?istonetes GLS WMeda 0 0 0 0 0 0 0 0
Eosindfilos ~~ GLA Méda 0 0 27,9 11,9 0 0 104 0
L GLS Média 25 1,9 31,5 137 188,8 112 152,3 356

GLA Média 0 3,4 0 0 0 0 0 0
Basofilos /uL

GLS Média 0 0 0 0 0 0 0 0

GLA Média 26,6 45 11,8 83,1 351,4 390,4 416 681,3
Linfocitos /pL

GLS Meédia 21,3 86,3 78,8 616,5 440,6 672 1674,8* 1068

GLA Media 318,8a 308,3a 223,5b 201,9b 644,2b 2082b 1040b 1771,3b
Mondcitos /uL

GLS Média  390a 410,6a 630b 2329b 1384,6b 1680b 2436b 3738b

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (teste de Tukey, p < 0,05). * Difere entre os grupos para um mesmo
tempo (p < 0,05).



35

Tabela 6. Valores médios obtidos para constituintes bioquimicos no liquido peritoneal de equinos

submetidos a obstrugao experimental do jejuno associada a administragdo de LPS, apds o uso do

azul de metileno. Jaboticabal, 2008.

Tempos
A T0 T T2 T3 T4 15 T6 T7
Parametro Grupos
(OHA) (1,5 (4,5) (6) (7,5) 9) (10,5) (12 HAI)
GLA Média 97 102 93,3 95,5 78 78,3 87,5 105,5
Glicose (mg/dL)
GLS Média 96 99,3 118,3 150,8 86,8 81,8 83,5 100
GLA Média 36,4a 1171,6b 6162b 6623,8b 5658,3b 5300,3b 54225b 5166,8b
CK (U/L)
GLS Média 48,72  280,9 3655b 4004,5b 3128b 3422b 3211,8b 3484,3b
GLA Média 0,2a 0,3a 2,2b 3,3b 3,9b 4,1b 4,3b 4,4b
PT (g/dL)
GLS Média 0,1a 0,2a 1,7b 2,6b 3b 3,4b 3,7b 3,8b
_ J_— GLA Média 0,033 0,010* 0,010 0,010 0,058 0,013 0,013 0,010
Fibrinogénio
(g/dL) GLS Média 0,003 0,003 0,013 0,015 0,015 0,010 0,015 0,010

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (teste de Tukey, p < 0,05). * Difere entre os grupos para um mesmo

tempo (p < 0,05).
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Tabela 7. Valores médios obtidos para contagem global de hemacias e dos valores de gravidade

especifica e pH do liquido peritoneal em equinos submetidos a obstrugao experimental do jejuno

associada a administracdo de LPS, apds o uso do azul de metileno. Jaboticabal, 2008.

Tempos
Parametro GI‘UPOS TO0 T T2 T3 T4 T5 T6 T7
(0 HAI) (1,5) (4,5) (6) (7,5) (9) (10,5) (12 HAI)
Hemécias GLA  Média  4500a 975a  300b 210b 187,50 20330 19750 212,50
3
(x107/uL) GLS  Méda 6252  85a 290b 27750 245b 290b 28750  332,5b
_ GLA  Méda  1011a* 1012a 10220  1027b  1029b* 1031b*  1032b*  1032b
Gravidade
Especifica -
GLS  Meéda  1010a  1012a  1017b  1022b  1021b 10240 10256 1027b
GLA  Meéda 7,0 7.0 7.1 7.1 7.1 7.0 7,0 7,1
pH
GLS Média 7.8 8,0 8,3* 8,5 8,3* 8,4 8,4 8,1*

Médias seguidas da mesma letra nao diferem entre si (teste de Tukey, p < 0,05). * Difere entre os grupos para um mesmo

tempo (p < 0,05).
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Tabela 8. Valores médios obtidos para 6xido nitrico no sangue e liquido peritoneal em equinos
submetidos a obstrugao experimental do jejuno associada a administragdo de LPS, apds o uso do
azul de metileno. Jaboticabal, 2008.

Tempos
Parametro Grupos T0 T T2 T3 T4 T5 T6 T7

(0 HAI) (1,5) (4,5) (6) (7,5) 9 (10,5) (12 HAI)
NO GLA Média 18,44 17,53 16,38 15,80 14,66 14,67 15,70 15,35
SERICO
(mmol) GLS  Meda 1938 2014 17938 1574 16 17,39 1533 1653
NO GLA  Méda 3338 2797 2565 2436 2325 2250 2196 2003
LiQUIDO
PERITONEAL  GLs  wmeda 3604 3406 2995 2482 2601 1881 1838  17.45

(mmol)
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Tabela 9. Médias de escores para degeneracdo do jejuno de eqliino em amostras basais (T0),
apds 3 horas de obstrucao experimental do jejuno (T1) e apoés 7,5 horas de reperfusdo, associada
a administragéo do LPS, ap6s o uso do azul de metileno em equinos. Jaboticabal, 2008.

Grupos
Parametros GLA .
T0 T T2 T0 T T2
(1,5HAl)  (45HAl) (12 HAJ) (1,5HAl)  (45HA) (12 HAJ)
Edema Média 0 0 0 0 0 0
Hemorragia Média Oa 4b 4b Oa 4b 3a
MUCOSA Desprendimento  Média Oa 4b 5b 0a 3b 4b
Neutréfilos Média Oa 3b* 4b Oa 2a 4b
Fibrina Média Oa 1a 3b 0 1 1
Edema Média Oa 2b 4b Oa 4b 4b
Hemorragia Média 0a Oa 2b Oa Oa 1b
SUBMUCOSA ~Neytrofilos Média Oa 2b 3b Oa 2b 3b
je vesa  Oa 1a 1b 0a 1a 2b
Edema Média 0 0 0 0 0 0
Hemorragia Média 0 0 0 0 0 0
MUSCULAR  Neutrdfilos Média 0 0 0 0 0
Z::Z:cos Média 0 0 0 0 0 0
Degeneracio Média 0a 1a 2b 0a 0a 1b
Edema Média Oa 2b 2b Oa 2a 2b
Hemorragia Média 0 0 2 0a Oa 2b
SEROSA Neutréfilos Meédia 0 1 2 0a 1b 3b
fees veda  0Oa 0a 1b 0a 0a 2"
Fibrina Média 0 0 1 Oa Oa 2b

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (teste de Tukey, p < 0,05). * Difere entre os grupos para um mesmo
tempo (p < 0,05).
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5 DISCUSSAO

5.1 Avaliacao Clinica

O acesso cirurgico ao jejuno pelo flanco esquerdo com o eqliino em posi¢ao
quadrupedal foi considerado adequado e eficiente para exposicdo e manipulagédo
do segmento jejunal. A abordagem a cavidade abdominal com o animal em
estacdo, além de dispensar a anestesia geral, tem a vantagem de ndo modificar a
topografia dos 6rgdos abdominais. Contudo, é necessario considerar que, para 0s
pacientes em crise abdominal aguda ndo € favoravel a execucado dessa técnica,
podendo comprometer determinadas manobras cirurgicas que dependam de maior
manipulacao visceral (OLIVEIRA, 2000). Bons resultados na utilizacdo dessa
abordagem ja haviam sido relatados no tratamento cirdrgico da obstrucao simples
do jejuno SUSKO (1993).

A técnica de anestesia local em “L” invertido, conforme preconizado por
TURNER & McILWRIGHT (1982), possibilitou que a analgesia do flanco esquerdo
se instalasse rapidamente, e se mantivesse, para que 0S animais nao
manifestassem sinais de dor, ao terem a ferida cirdrgica e a regiao do flanco
esquerdo manipulados varias vezes durante o periodo experimental.

O protocolo de sedacdo com associagdo de acepromazina, detomidina e
tramadol mostrou-se eficiente para a manipulacdo do intestino delgado,
principalmente para permitir a manipulacdo do jejuno durante os procedimentos
cirdrgicos de obstrucdo e desobstrucdo experimental, e em promover analgesia
durante os primeiros 90 minutos no pds-operatério. A associacao de xilazina com
opidide, ja havia se mostrado eficiente como protocolo analgésico em um
procedimento similar (PIPPI & LUMB, 1979). SUSKO (1993) utilizou a associac¢ao
de acepromazina (0,02mg/Kg) e flunitrazepam (0,002mg/Kg) na mesma seringa
em modelo de obstrugéo do jejuno por um periodo de 3 horas com manipulagéao
cirurgica pelo flanco. RIO TINTO (1999) em seu trabalho com isquemia venosa e
arteriovenosa experimental do jejuno, relatou sucesso com animais sob anestesia

geral, cujo protocolo consistiu no uso de midazolam (0,15 mg/Kg), guaifenesina
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(100 mg/Kg) e anestesia inalatéria com halotano. DABARAINER et al. (2001)
estudaram os efeitos da distensdo intraluminal no jejuno de equinos. Nesse
estudo, os animais foram sedados com xilazina 10% (0,2 a 0,5 mg/Kg), a
anestesia foi induzida com guaifenesina (100 mg/Kg) e ketamina (2,2 mg/Kg),
sendo mantidos com halotano durante todo o trans-cirargico. Na proposta de
diferentes associagdes farmacologicas, ha de se considerar principios imanentes
aos modelos experimentais e os objetivos de cada estudo.

Decorridos 60 minutos da aplicagdo de LPS, todos os animais
apresentaram-se deprimidos e inapetentes. Sabe-se que ao redor de uma hora,
depressao, inquietacdo e inapeténcia constituem sinais que se manifestam
gradualmente. De outra parte, outros sinais intermitentes de cdlica s&o observados
e podem levar o animal ao decubito, geralmente sem rolamento (HENRY &
MOORE, 1990; MaCKAY, 1992; COLLATQOS, 1995).

Os animais de ambos os grupos com obstrucdao experimental do jejuno
manifestaram sinais de dor, sendo que a intensidade relacionou-se diretamente
com a progressao e severidade do disturbio. Sinais de grau moderado foram
observados nos animais do GLA ap6s a obstrucao experimental do jejuno, sendo
mais intensas na fase de reperfusdo e, mantiveram-se até o final do periodo
experimental. No mesmo grupo foi necessaria a passagem da sonda nasogastrica
3 horas apos a desobstrucdo. Tais resultados corroboram as observacdes prévias
de indicativos de dor visceral, e estdo associados a distensdo das alcas que
acompanha a deterioracdo aguda do estado clinico do paciente nos casos de
obstrugdo intestinal com estrangulamento vascular (DART et al., 1992).

A congestao das membranas mucosas observada em todos os animais do
GLA e 3 do GLS a partir da fase de reperfusdo, provavelmente resultou da
vasodilatacdo mediada pelas prostaciclinas. Citocinas de acao sistémica como a
IL-1 e IL-6, podem ter sido induzidas ja na fase inicial da endotoxemia seguida do
periodo de isquemia, mas paradoxalmente, a reperfusdo, embora necessaria para
reverter o estado isquémico, pode piorar as lesdes ja presentes no estado de

isquemia. A producdo de quantidades excessivas de espécies reativas de
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oxigénio, principalmente pelo sistema xantina oxidase, associada a intensa
participacdo dos neutrofilos, amplifica a reacdo inflamatéria agravando as
condigdes clinicas e sistémicas do animal (RIBEIRO & YOSHIDA, 2004).

Os sinais comportamentais de dor aguda e severa tém sido bem
caracterizados em equinos, associados a elevagdo das freqléncias cardiaca e
respiratéria (DOBROMYLSLKYJ et al., 2000; SCHATZMANN, 2000). Durante todo
o periodo experimental, os animais dos dois grupos apresentaram alteragdes da
frequéncia cardiaca, com especial referéncia aos animais do GLS, onde foram
registradas de forma mais tardia, e cujos valores foram os menores ao longo do
periodo experimental. As informagdes obtidas corroboram os achados de DATT e
USENIK (1975), SUSKO (1993), MOORE et al. (1994) e FAGLIARI e SILVA
(2002), cujos animais com abdémen agudo apresentaram freqléncia cardiaca
elevada, comumente associada a severidade do comprometimento abdominal, da
sua interferéncia sobre o sistema cardiovascular, ao sequestro de grandes
volumes de fluidos e eletrélitos nos tecidos e luz intestinal, peritonite secundaria,
alteragbes de permeabilidade da parede do intestino e da endotoxemia. Neste
estudo, acredita-se que as variagdes na freqiiéncia cardiaca originaram-se da dor
abdominal, principalmente nos animais do GLA, onde esses sinais foram mais
proeminentes.

Nao foram observadas durante o periodo experimental alteragdes
significativas na freqUéncia respiratéria. H4 de se considerar que a sedacao
realizada antes dos procedimentos cirdrgicos interferiu nos parametros clinicos.

Segundo MOORE et al. (1994), o tempo de preenchimento capilar (TPC) é
um 6timo indicador da perfusao sangulinea periférica, o qual reflete a passagem de
nutrientes e oxigénio aos tecidos e o estado circulatério do animal. Nos quadros
de abdémen agudo, conforme o processo evolui, € em virtude da sua gravidade, o
TPC acima dos valores fisiologicos indica que a circulagdo periférica encontra-se
comprometida, estd ocorrendo severa hipoperfusdo e desencadeando o choque.
Esses relatos corroboram e justificam os achados neste estudo em relagdo ao
TPC.
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Quanto a temperatura retal, ndo excedeu os valores de referéncia citados
por SPEIRS (1997), em nenhum dos grupos, porém, foi observado aumento desta
variavel na fase de reperfusdo em todos os animais, fato que provavelmente
possa ser atribuido a acao de mediadores inflamatérios j4 presentes nesta fase
(RIBEIRO & YOSHIDA, 2005).

5.2 Achados Hematologicos e Bioquimicos

Os valores médios basais obtidos para as varidveis do hemograma, em
equinos dos dois grupos experimentais, revelaram-se ligeiramente abaixo
daqueles referidos por autores de varios continentes, inclusive do Brasil. Contudo,
valores médios semelhantes foram relatados em equinos higidos, sem raca
definida, também criados em condi¢des nacionais (FARIA et al., 1996), portanto,
considerou-se que tais fatores nado seriam suficientes para considerar sua

exclusao deste estudo.

Analisando os valores obtidos para o eritrograma (contagem global de
hemacias, taxa de hemoglobina e volume globular ou hematdcrito) notou-se
aumento na contagem de hemacias nos animais do GLA, a partir das 9 HAI, assim
como nos valores médios de volume globular e hemoglobina para os animais do
GLA as 12 HAI, e no GLS a partir das 10,5 HAI, sugerindo hemoconcentracao e
contracao esplénica, diferentemente dos achados relatados por MUIR & HUBELL
(1991), SUSKO (1993) e COSTA (2007). O aumento do volume globular verificado
na fase de reperfusdo para os animais de ambos 0s grupos, juntamente com as
alteragdes no fluxo sangiiineo poderiam explicar a congestdo nas membranas

mucosas e o aumento no TPC observados.

A contagem total e diferencial dos leucécitos, no sangue, evidenciou
diminuicdo nos animais dos dois grupos experimentais 1,5 HAI, retornando
gradativamente aos niveis basais até o final do periodo experimental. Os efeitos

da endotoxemia na celularidade sanglinea geralmente incluem um quadro de
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leucopenia, devido a rapida marginacao de neutréfilos (HENRY & MOORE, 1990;
DURANDO et al.,, 1994), coincidentemente com o aumento no numero de
hemacias circulantes devido contragdo esplénica com aumento nos valores do
volume globular (WARD et al., 1987; MOORE, 1998; HENRY & MOORE, 1990).

A linfopenia e eosinopenia corroboram com as informacgées de JAIN (1993)
e THRALL (2007), segundo os quais trata-se de leucograma comum em afeccoes
inflamatoérias. Ademais, é possivel que as lesdes decorrentes da reperfusédo
tenham contribuido para tal (HORNE et al., 1994; MOORE et al., 1994).

Nos animais do GLS, observou-se redugcao nos valores médios de proteina
plasmatica total 4,5 HAI, fato que pode ter sido devido as intervengdes cirurgicas,
além de possiveis alteragcdes hormonais causadas pelo estresse (LATIMER et al.,
2003). A perda de sangue e fluidos corporais durante os atos cirurgicos também
devem ter contribuido, apesar da hemorragia ter sido efetivamente controlada em
todos os animais. Decréscimos pés-cirurgicos semelhantes foram relatados apos
enterotomia experimental quando se utilizou a mesma técnica de laparotomia pelo
flanco (VALENTE, 2001). A causa principal relacionada a diminui¢céo de proteinas
plasmaticas, no abdémen agudo, refere-se as perdas causadas pelo aumento da
permeabilidade intestinal devido a enteropatia (BROWN e BERTONE, 2002), e ao
sequlestro peritoneal causado pela exsudagao inflamatéria.

A creatina quinase, é a enzima mais sensivel para indicar lesdo muscular
esquelética (LATIMER et al., 2003). A CK teve sua atividade sérica aumentada o
que concorda com as informagdes de LASSEN (2007).

A elevacao do teor de fibrinogénio, proteina de fase aguda, segundo
FAGLIARI & SILVA (2002), indica a existéncia de uma resposta inflamatéria
estimulada pelo ato cirurgico ou decorrente da propria afec¢ao intestinal.

A concentracao plasmatica de glicose depende de uma ampla variedade de
fatores e resulta do equilibrio entre a quantidade de agucares que entra e aquela
que é removida da circulacdo (RALSTON, 2002). Neste estudo, observou-se
hiperglicemia nos animais dos dois grupos, contudo, ndo houve diferencas
significativas com relagdo a taxa de glicose plasmatica ao longo do periodo
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experimental. Essas informagbes concordam com as descricbes de COSTA
(2007), e de acordo com MaCKAY (1992), a hiperglicemia ocorre principalmente
nas fases iniciais do processo obstrutivo intestinal devido ao aumento da

glicogendlise estimulada pelo aumento de catecolaminas circulantes.

5.3 Analise do Liquido Peritoneal

Aumento na contagem de células nucleadas peritoneais foi registrada nos
dois grupos a partir das 4,5 HAI. Este aumento foi ocasionado certamente pelas
contagens de neutréfilos segmentados, cujo aumento também ocorreu, porém, de
forma significativa somente no GLS, assim como descreveram BROWNLOW et al.
(1981) e NEVES et al. (2000). PEIRO (2002) refere que a migracdo dessas
células, estimuladas pela ativacdo dos macrofagos peritoneais, € o principal

responsavel pelo aumento da celularidade no liquido peritoneal.

A contagem de hemacias, segundo DeHEER et al. (2002) pode ter
resultados conflitantes, salvo quando esta é muito elevada, o que sugere a pronta
indicacgao cirurgica. Neste estudo, houve aumento na contagem de hemacias nos
animais dos dois grupos, o que concorda com os achados de SILVA (2005), o qual
observou elevacdo na contagem de hemacias no liquido peritoneal dos animais

com abdémen agudo.

O aumento da creatina quinase nos quadros de abdémen agudo ocorre
paralelo ao de varias enzimas como a fosfatase intestinal e as fosfatase em geral.
Ainda que no presente estudo ndo tenham sido mensuradas as isoenzimas,
ressalta-se que aumentos foram observados nos dois grupos. SILVA (2005),
assim como neste ensaio, observou um aumento da enzima CK no soro e no
liguido peritoneal de cavalos com afecgbes cirdrgicas no intestino delgado,
reiterando que a elevagdo no grupo acometido foi 11 vezes superior aquela
verificada para o grupo controle.

Houve elevacdo nas concentragdes de proteina total no liquido peritoneal



45

dos dois grupos, sendo evidente que a simples manipulagéo cirtrgica é suficiente
para que esta variavel tenha seus valores aumentados (DeHEER, 2002).

5.4 Oxido Nitrico

A auséncia de diferengas significativas, entre animais dos dois grupos, com
relagdo a concentragdo de Oxido nitrico pode ser interpretada sob duas
perspectivas. Ou ndo houve diferenga entre os grupos em decorréncia do uso do
azul de metileno, ou 0 método utilizado nao foi eficiente para detecta-las. Foram
observadas tendéncias similares dos valores tanto no sangue como no liquido
peritoneal de todos os animais. MIRZA et al. (2005) e COSTA et al. (2001)
relataram que, sdo desconhecidos os motivos pelos quais ndo se tem encontrado
diferencas significativas nos niveis de NO no plasma, liquido peritoneal e urina de
cavalos acometidos por algum tipo de disturbio do trato gastrointestinal

espontaneo ou experimental.

Provavelmente, neste ensaio o efeito inibitério do azul de metileno sobre o
NO foi marcante quanto ao comprometimento do tecido intestinal, sem conseguir

atingir os liquidos extracelulares.
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5.5 Avaliacao Tecidual

As alteracdes no jejuno ocorreram principalmente nas camadas mucosa e
submucosa, e devem ser consequentes a redugao da perfusédo tecidual durante o
periodo de isquemia. Contudo, é importante ressaltar que parte dessas lesdes
principalmente o acumulo de neutréfilos e o edema, foram provocados pela

manipulagao cirargica para exposic¢ao, instrumentacéo e colheita das amostras.

De acordo com MOORE (1990) a ocorréncia de edema, infiltrado
inflamatério, congestdo e hemorragia observadas na mucosa, refletem a
hipotensdo, comum em equinos com abddémen agudo, os efeitos das endotoxinas
e 0 sequestro de liquidos no intestino. Segundo CHIU et al. (1970) e HAGLUND
(1985) relataram que o desenvolvimento de les&o difusa na mucosa durante a
hipotensdo € comum em caes e humanos e acredita-se que resulte da diminui¢ao
na perfusdo sanglinea e do mecanismo de contra-corrente das vilosidades

intestinais.

A anadlise histologica do tecido intestinal conduzida nos animais
experimentais, evidenciou diferengcas entre os dois grupos, embora os referidos
animais fossem submetidos ao mesmo estresse isquémico. Entretanto, os animais
que receberam o azul de metileno 15 minutos antes da fase de reperfusédo
evidenciaram lesbes mais leves que aqueles que receberam o azul de metileno 15
minutos antes da obstrugdo experimental do jejuno, contrariamente aos achados
relatados por ILHAM et al. (2003). Segundo ZABEL et al. (1995), ha um gradiente
entre a pO2 da mucosa e a pO2 da serosa do trato gastrointestinal, e que essa
diferenca se agrava em regimes de hipoperfusdo. Com base nessa assertiva,
pode-se afirmar que as vilosidades do intestino delgado tornam-se o principal alvo
da leséo isquémica.

Paralelamente a hipoperfusdo ha outras causas de lesdo da mucosa que
devem ser consideradas, inclusive a pobre extracdo e utilizagdo de nutrientes
(principalmente aminodcidos como a glutamina), pela mucosa do trato

gastrointestinal, apesar das taxas normais de O2 (LAM et al., 1994). A glutamina &
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a principal fonte de energia para os enterocitos e, na sepse ou endotoxemia, a
glutamina intestinal esta reduzida, podendo levar a alteracées metabdlicas locais e
consequentemente lesao da mucosa (KATAYAMA et al., 1997).

Por sua vez, os mecanismos da lesdo de isquemia-reperfusdo do
parénquima pulmonar guardam, entretanto, pontos comuns com a lesdo de
reperfusdo em outros 6rgaos, incluindo uma participacéo significativa de radiacais
livres, influxo intracelular de calcio, lesdo da célula endotelial, sequiestro e ativagao
de leucécitos na circulagcao pulmonar, ativacao do sistema complemento, liberacao
de mediadores inflamatérios incluindo metabdlitos do acido araquidénico, como
discutido anteriormente (FISHER et al., 1991). Os animais do GLS apresentaram
menor grau de lesdo pulmonar, pois o azul de metileno desempenha um
importante papel de receptor dos elétrons provenientes da reagdo enzimdtica. No
grupo GLA, o oxigénio é que fez a captacao dos referidos elétrons, levando a
formacdo de espécies reativas de oxigénio que, provavelmente, atuaram no
processo da lesdo sistémica. SALARIS et al. (1991) estudaram a utilizagdo do azul
de metileno como um inibidor da geracao de espécies reativas de oxigénio pela
acao da enzima xantina oxidase. Demonstraram que pares de elétrons de cada
oxidagdo enzimatica sado transferidos para o centro ferro-sulfarico do azul de
metileno.
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6 CONCLUSOES

Avaliando-se os efeitos do azul de metileno sobre a resposta clinico-
laboratorial e tecidual de equinos submetidos a obstrucao experimental do jejuno

associada ao lipopolissacarideo, conclui-se que:

1. O modelo de obstrucdo experimental do jejuno associado a exposicao ao
lipopolissacarideo (LPS) mostrou-se efetivo, pois foi capaz de promover alteracoes

nos parametros clinicos, no sangue e no liquido peritoneal de equinos.

2. N&o foi possivel afirmar o efeito benéfico da administracdo do azul de
metileno sobre a resposta clinico-laboratorial e nos tecidos dos equinos

submetidos a esse modelo experimental.

3. Lesbes distantes do sitio primario da leséo intestinal foram constatadas
no pulmao, o que pode justificar a complexidade da resposta dos equinos ao

tratamento mesmo quando a causa primaria é cirurgicamente corrigida.
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