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Utiliza¢ao de hidrocortisona em eqiiinos submetidos a isquemia e reperfusio no jejuno e
suas conseqiiéncias sobre o corio laminar

[Hydrocortisone in horses submitted to jejunal isquemia and reperfusion and its effects in the laminar corium]
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RESUMO

Estudou-se o efeito da administragdo de succinato sédico de hidrocortisona (SSH) no desenvolvimento de
lesdes no corio laminar de eqiiinos. Doze animais foram submetidos a laparotomia sob anestesia geral e a
isquemia total em dois segmentos do jejuno, enquanto trés foram usados como controle. Apds uma hora
de isquemia, seis animais receberam 4,0mg/kg de SSH por via intravenosa (grupo T) e seis receberam
placebo (grupo NT). Apds duas horas de isquemia foi restabelecido o fluxo de sangue local e, decorridas
duas horas de reperfusdo, foi realizada a laparorrafia e permitiu-se a recuperagdo anestésica. Apos 12
horas do inicio da reperfusdo, os animais foram sacrificados e deles colhidas amostras de tecido laminar
para avaliagdo histomorfologica. As alteragdes avaliadas ao microscopio Optico foram quantificadas por
escores que variaram de 0 a 3. Os escores para lesdo no tecido laminar foram semelhantes nos animais
dos grupos T (0,41) e NT (0,54), permitindo concluir que a hidrocortisona nido acentuou as lesdes
produzidas no tecido laminar apds a isquemia e reperfusdo no jejuno.
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ABSTRACT

To evaluate whether hydrocortisone sodium succinate (HSS) aggravates lesions in the laminar tissue
secondary to intestinal ischemia and reperfusion (IR), two segments of the jejunum were isolated in 12
halothane-anesthetized horses, and total ischemia was induced on them. Three other horses were used as
controls. One hour after the onset of the ischemia, HSS (4.0mg/kg) was administered intravenously to six
animals (T group) and saline to the others (NT group). After two hours of ischemia and two hours of
reperfusion the abdomen was closed and the horses were allowed to recover from anesthesia. After 12
hours of reperfusion the horses were euthanatized and biopsy specimens were taken from the laminar
tissue and the lesions were evaluated and scored. No significant differences between T (0.41) and NT
(0.54) groups for laminar lesion scores were observed. The results indicate that HSS did not produce
harmful effects in the laminar tissue, suggesting that the occurrence of undesirable effects in the digit are
not a limiting factor for using this drug to treat equine patients with acute abdomen.
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INTRODUCAO

Os efeitos da isquemia e reperfusdo (IR) tém sido
intensamente estudados e considera-se que as
doencas de origem isquémica sdo a maior causa
de obito em humanos no ocidente (Forsyth e
Guilford, 1995). Na medicina veterinaria, as
pesquisas sobre IR tém sido concentradas na area
da gastroenterologia eqiiina, na qual distarbios
acompanhados de isquemia sdo importantes pela
elevada ocorréncia (White, 1990a). Apesar dos
recentes avangos na terapéutica e na clinica
cirargica, a taxa de 6bito em eqiiinos portadores
de enfermidades estrangulantes ainda ¢ elevada,
uma vez que a isquemia ¢ particularmente grave
no intestino e, até o momento, ndo se encontra
disponivel uma droga eficiente para o tratamento
da lesdo de reperfusdo na rotina clinico-cirirgica
do abdome agudo em eqiiinos (Hoogmoed e
Snyder, 1997; Dabareiner et al., 1998).

Os glicocorticoides sdo uma alternativa para o
tratamento das injurias de IR no intestino de
eqiiinos, pois além de inibirem a fosfolipase A,,
também atenuam a infiltragdo leucocitaria e as
alteragGes vasculares verificadas no tecido pos-
isquémico (Forsyth e Guilford, 1995). Sua
eficiéncia foi demonstrada por Gaffin et al.
(1986) em felinos e seu emprego foi sugerido por
Moore et al. (1995).

A ocorréncia de laminite, apos distirbios
intestinais em eqiiinos, foi considerada freqiiente
por Slater et al. (1995). Segundo Eyre et al.
(1979) e May (1992), os glicocorticoides podem
predispor ao desenvolvimento de les@o no tecido
laminar em eqiiinos. O succinato sodico de
hidrocortisona (SSH) é um glicocorticoéide de
rapido inicio de agdo e meia-vida bioldgica de
menos de 12 horas (Behrend e Kemppainen,
1997).

O objetivo deste trabalho foi avaliar possiveis
efeitos do succinato sédico de hidrocortisona nas
lesdes de isquemia e reperfusdo no jejuno de
eqiiinos portadores de abdome agudo, bem como
suas conseqiiéncias sobre o corio laminar.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado utilizando-se 15 eqiiinos
adultos, clinicamente sadios. Os animais foram
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vermifugados com moxidectin' (0,4mg/kg) por
via oral e permaneceram em piquete coletivo
durante, no minimo, uma semana antes do
tratamento com SSH, onde receberam
alimentagdo padronizada composta de feno de
capim coast-cross, concentrado comercial e sal
mineral. Doze animais foram distribuidos ao
acaso em dois grupos experimentais, tratado (T)
e nado tratado (NT), cada um composto por trés
machos castrados e trés fémeas, com idade média
de 7,843,3 anos para o T e 7,7£2,75 anos para o
NT, peso médio de 290+41kg para o T e
280+36kg para o NT e escore corporal médio de
2,75 para o T e 2,58 para o NT. Outros trés
animais com escore corporal, peso e idade
semelhantes, e que ndo foram submetidos a
cirurgia, serviram como grupo-controle.

Os animais foram submetidos a anestesia geral
inalatoria com halotano’® ¢ mantidos em decubito
dorsal para acesso ao intestino delgado. Durante
a manutengdo da anestesia foram fornecidos
10ml/kg/min de oxigénio ¢ 10ml/kg/h de soro
Ringer por via intravenosa (IV) e feita
monitoragdo constante da pressdo arterial pelo
método direto (Hubbel, 1991) e da saturacdo da
oxihemoglobina utilizando-se oximetria de
pulso’, sendo estabelecidos limites minimos de
90% para a saturag@o da oxihemoglobina e de 70
mmHg para a pressdo arterial média. Quando
necessario, administrou-se etilefrina® (0,2 mg/kg
IV) para a elevacdo da pressao arterial e realizou-
se ventilagdo assistida ou controlada para a
elevagdo da saturacdo da oxihemoglobina.

Os animais foram operados pela mesma equipe
cirargica intercaladamente. Em cada animal
foram demarcados no jejuno trés segmentos. O
primeiro animal foi submetido a isquemia
durante duas horas, por meio da ligadura do tipo
venosa de vasos mesentéricos. No segundo, a
ligadura foi do tipo arteriovenosa. O terceiro
segmento, que ndo sofreu isquemia, foi utilizado
como controle. Uma hora apés o inicio da
isquemia os animais do grupo T receberam
4,0mg/kg/IV.- de  succinato  soédico de
hidrocortisona® pela veia jugular, diluidos em

" Equest - Fort Dodge Saude Animal.

? Halothano — Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos
Ltda.

? Oximetro de pulso Mod. 180 — Nellcor Puritan Bennett Inc.
* Cardioton — Boehringer De Angeli Quimica e
Farmacéutica/Divisdo Vetmédica.

* Solu-Cortef 500mg — Rhodia Farma Ltda.
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500ml de solu¢ao de NaCl a 0,9%, administrado
durante 10 minutos. Os do grupo NT receberam
500ml de solugdo de NaCl a 0,9% (placebo),
administrados de modo semelhante a do grupo T.
Ap0s duas horas de isquemia a circulagdo local
foi restabelecida, iniciando-se a fase de
reperfusdo. Foram colhidas amostras dos trés
segmentos experimentais em intervalos de uma
hora durante a fase de isquemia e até duas horas
da fase de reperfusdo, quando se realizou a
laparorrafia e interrompeu-se a anestesia.

Apds o término da cirurgia, os animais foram
medicados com 0,lmg/kg IV de tartarato de
butorfanol e, ao deambularem, levados para baias
individuais. Apos quatro e oito horas do término
da cirurgia receberam injegdes adicionais de
0,1mg/kg IV de butorfanol. Decorridas 12 horas
do inicio da reperfusdo, todos os eqiiinos foram
examinados para verificar a ocorréncia de
alteracdes nos digitos e estimar a intensidade dos
sintomas segundo a classificagdo de Obel (Moore
et al., 1991). A seguir, 30 minutos apds a
eutanasia, foi colhida uma amostra de tecido
laminar de cada membro toracico conforme
descrito por Pollitt (1996).

As amostras de tecido laminar foram fixadas
imediatamente apds a colheita em formalina
tamponada a 10%, processadas pela técnica
rotineira de inclusdo em parafina e coradas pela
hematoxilina e eosina e pelo acido periddico de
Schiff (Luna, 1968). De cada amostra foram
obtidos dois cortes histologicos, codificados e
avaliados ao microscopio Optico quanto as
caracteristicas  histomorfologicas, sem que
houvesse conhecimento de sua identificagdo por
parte do examinador. Para a avaliacdo
consideraram-se a extensdo e a intensidade das
lesdes. O escore para a lesdo, de cada animal, foi
obtido pela média das lesdes verificadas nas
amostras colhidas nos membros direito e
esquerdo. O grau de lesdo tecidual foi
quantificado por meio de escores variando de 0 a
3, segundo método descrito por Pollitt (1996)
(Tab. 1). Utilizaram-se valores intermediarios
quando houve duavida quanto ao escore que
melhor expressaria o grau de lesdo presente nas
amostras.

Os escores médios para lesdo no tecido laminar
de todos os eqiiinos foram comparados
utilizando-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis (Sampaio, 1998), considerando-se o nivel
de significancia de 5% (P<0,05).

Tabela 1. Caracterizagdo do escore para lesdo no tecido laminar nos membros toracicos de eqiiinos

segundo 0 método de coloragdo’

Escore Coloragao Lesao
0 HE Ausente
PAS Ausente
1 HE Presenga de lesdo apenas ao nivel da base das LEP. Estreitamento das LES. Nucleos das células

basais arredondados e proximos a MB. Dificil individualizagéo das LES.
PAS  Contorno das LES pouco nitido ou indistinto. Separacdo entre as células basais ¢ a MB na

extremidade das LES.
2 HE

Presenga de lesdo apenas até o nivel médio das LEP. Auséncia de LDS entre as LES.

PAS Afastamento entre a extremidade da MB das LES ¢ as LEP

3 HE

Estreitamento ao nivel da extremidade das LEP. Ao nivel médio das LEP as LES formam uma

massa amorfa de tecido entre as LEP e as LDP.
PAS  Auséncia de células basais ao nivel da extremidade das LEP, restando apenas a MB das LES.

" Adaptado de Pollitt (1996). HE: hematoxilina e eosina. PAS: acido periédico de Schiff. LEP: l1aminas epidérmicas primarias. LES:
laminas epidérmicas secundarias. MB: membrana basal. LDS: laminas dérmicas secundarias. LDP: 1dminas dérmicas primarias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo de permanéncia na baia, os
eqiiinos ficaram apaticos, porém em estacao.
Dois animais apresentaram dor abdominal
discreta entre sete e oito horas do término da
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cirurgia, com remissdo dos sinais de dor, 10
minutos ap6s a administracao de butorfanol, feita
oito horas apds o término da cirurgia.

Decorridas 12 horas do inicio da reperfusao,
todos os eqiiinos foram capazes de deambular e

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.56, 1.3, p.292-299, 2004



Utilizacdo de hidrocortisona em eqiiinos...

nenhum apresentou claudicagdo ou alteragdes
locais no digito que indicassem a ocorréncia de
laminite. Contudo, a auséncia de sintomas nao
pode ser tomada como demonstragdo de que nao
se desenvolveram lesdes no tecido laminar, uma
vez que o exame foi realizado 14 horas apods o
inicio das lesdes no intestino, periodo
considerado insuficiente para se observar
manifestagdo dos sintomas de laminite. Quando a
enfermidade ocorre secundariamente ao abdome
agudo, os sintomas sdo usualmente observados
entre 24 e 72 horas do inicio dos disturbios
digestivos (White, 1990b); se for produzida
experimentalmente pelo modelo de sobrecarga
por carbohidratos, os sintomas surgem, em

média, apds 40 horas (Garner et al., 1975). No
pos-operatdrio os animais foram medicados com
butorfanol que, apesar de ser mais eficiente no
controle da dor visceral (Kalpravidh et al., 1984)
e sua ultima aplicacdo ter sido realizada
aproximadamente quatro horas antes do exame
dos digitos, produziu analgesia a qual pode ter
interferido na manifestacdo clinica da laminite.

Os escores de lesdo no tecido laminar (Tab. 2)
foram maiores (P<0,05) nos eqiiinos dos grupos
T e NT do que nos do grupo-controle (sem
lesdes). As lesdes observadas nos animais dos
grupos T e NT foram semelhantes.

Tabela 2. Escore médio da lesdo no tecido laminar dos membros toracicos de eqiiinos segundo os

tratamentos
Grupo-controle Grupo tratado Grupo ndo tratado
Eqiiino Escore Eqiiino Escore Eqiiino Escore
2 0 3 0 1 0,25
4 0 5 0,5 6 1
12 0 8 1 7 0,5
9 0,5 10 0,5
13 0 11 1
15 0,5 14 0
Média Oa 0,14b 0,54b

Meédias seguidas por letras iguais sdo equivalentes (P>0,05).

Ao exame histologico verificou-se presenca de
lesdo discreta nas laminas epidérmicas em nove
dos animais submetidos a isquemia e reperfusao
(75%) (Fig. 1 e 2). Essa elevada freqiiéncia
chama a atengdo, pois no presente estudo as
lesdes produzidas no intestino foram semelhantes
aquelas descritas em pacientes portadores de
abdome agudo de ocorréncia natural (Meschter et
al., 1986). Nestes, a incidéncia de laminite tem
sido de aproximadamente 25% (Cohen et al.,
1994). Entretanto, a literatura consultada ndo
menciona estudos sobre a histologia do tecido
laminar durante a fase prodromica da laminite, o
que faz supor que a ocorréncia de lesdo nesse
tecido, associada a episodios de abdome agudo,
seja freqiiente, mas de intensidade insuficiente
para produzir manifestacdo clinica, na maioria
dos casos. Segundo a correlagdo entre o grau de
lesdo tecidual e a intensidade dos sintomas
estimada por Pollitt (1996) na laminite, ¢
esperado o aparecimento de sintomas clinicos
apenas quando as lesdes teciduais correspondem
a escores acima de 1 (leve), o que ndo foi
verificado nos animais estudados. Como o
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intervalo entre o inicio das lesdes no intestino e a
colheita das amostras foi de apenas 14 horas, e
que segundo Allen e Tyler (1990) a fase
prodromica da laminite tem duracdo de 24 a 48
horas, pode-se considerar que se o pds-operatorio
fosse mais longo, a possibilidade de verificar sua
manifestagdo clinica seria maior.

Eyre et al. (1979), ao realizarem estudos in vitro,
mostraram que os glicocorticdides potencializam
a vasoconstricdo periférica produzida pelas
catecolaminas e serotonina nas artérias e veias
digitais, o que poderia agravar a isquemia que
ocorre no tecido laminar durante a laminite.
Além disso, acredita-se que os glicocorticoides
podem inibir a queratogénese (May, 1992). Esses
achados motivaram o abandono da terapia com
glicocorticoides na laminite e o seu emprego
passou a ser contra-indicado para essa
enfermidade (Baxter, 1994), mesmo com a
inexisténcia de estudos controlados que
avaliassem sua eficacia ou possiveis efeitos
colaterais no corio decorrentes da sua utilizagao.
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Figura 1. Tecido laminar de eqiiino na base das laminas epidérmicas primarias (LEP). 1A: tecido normal (eqiiino 12).
Formato arredondado da extremidade das laminas epidérmicas secundarias (LES) (seta). HE. 268x. 1B: tecido
laminar de eqiiino submetido a isquemia e reperfusdo intestinal apresentando lesdo correspondente ao escore 1
(eqiiino 6, membro toracico esquerdo). Estreitamento e individualiza¢do indefinida das LES (seta). HE. 268x. Lamina

dérmica primaria (LDP).

Pass et al. (1998), em estudos in vitro,
concluiram que alteragdes no metabolismo da
glicose no tecido laminar produzem lesdes
semelhantes aquelas descritas na laminite e
postularam que elas poderiam constituir um
mecanismo adicional  pelo qual 0s
glicocorticdides desencadeariam essa
enfermidade. French et al. (2000), ao estudarem
os efeitos da triamcinolona no eqiiino,
determinaram que ela produz alteragdes dose-
dependentes no metabolismo da glicose, que
persistem por até oito dias, e concluiram que
esses achados refor¢cam a hipotese formulada por
Pass et al. (1998). Independente das
consideragdes anteriores, o grau de lesdo
observado no tecido laminar foi equivalente entre
os grupos T e NT, possibilitando concluir que as
lesdes ndo foram produzidas ou agravadas pelo
tratamento, provavelmente porque o SSH possui
acdo curta (May, 1992), além de ter sido
administrado em dose Unica. Apesar de ser bem
conhecida a ocorréncia de efeitos colaterais apos
a administragdo de glicocorticoides, considera-se
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que eles resultam de sua utilizagdo por periodos
prolongados. Quando sdo de agdo curta e dados
em dose unica, a semelhanca do que foi realizado
no presente estudo, mesmo em alta dosagem, ndo
se observam efeitos colaterais relevantes
(Goldfien, 1994; Behrend e Kemppainen, 1997).
Até o presente, as tentativas de induzir
experimentalmente a laminite pela administragdo
de glicocorticdides ndo foram bem sucedidas
(Johnson et al., 2002). Além disso, durante muito
tempo, glicocorticéides foram utilizados no
tratamento da laminite. Segundo Colles e Jeffcott
(1977), seu efeito é considerado eficiente na fase
de desenvolvimento da enfermidade. A
metodologia utilizada possibilitou apenas a
avaliacdo das lesdes presentes no tecido laminar
apos  aproximadamente 13  horas da
administragdo do SSH. Entretanto, como a agao
do SSH ¢ curta, provavelmente no momento da
colheita das amostras seu efeito maximo no
tecido laminar j4 havia sido produzido, sendo
pouco provavel que o agravamento das lesdes
tenha sido decorrente de sua acdo.
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(eqiiino 12). Células basais das laminas epidérmicas secundarias (LES) justapostas a membrana basal
(seta). O asterisco identifica a membrana basal. PAS. 777x. 2B: tecido laminar de eqiiino submetido a
isquemia e reperfusdo intestinal apresentando lesdo correspondente ao escore 1 (eqiiino 6, membro
toracico esquerdo). Contorno das LES de dificil visualizagdo e separag@o entre as células basais e a
membrana basal em sua extremidade (setas). PAS. 777x. Lamina dérmica primaria (LDP).
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Os resultados indicam que o tratamento
empregado ndo agravou as lesdes produzidas no
tecido laminar. Com base na hipdtese de que o
desencadeamento da laminite envolve a ativagao
excessiva de metaloproteinases (MTPs) que
degradam a membrana basal das ladminas
epidérmicas secundarias (Pollitt, 1996; Mungall
et al., 2001), pode-se considerar até mesmo a
possibilidade de que o SSH tenha produzido
efeitos benéficos sobre o tecido laminar dos
eqiiinos do grupo T, uma vez que oS
glicocorticoides reduzem a producdo do fator de
necrose tumoral o e das interleucinas la e 1B
(Lew et al., 1988), citocinas que, segundo Pollitt
(1996), podem induzir a ativagdo das MTPs na
laminite. Caron et al. (1996) demonstraram que o
efeito da interleucina 1f3 no estimulo a produgao
de MTPs no eqiiino pode ser bloqueado pelos
glicocorticoides, o que pode explicar sua
eficiéncia, no tratamento, relatada até a década
de 70, nas fases iniciais da laminite (Colles e
Jeffcott, 1977).

Com base nos resultados, conclui-se que a
ocorréncia de efeitos indesejaveis no corio
secundarios a IR no jejuno ndo foi agravada pelo
tratamento com SSH, o que possibilita sua
utilizagdo na rotina para o tratamento de eqiiinos
portadores de abdome agudo, sob condigdes
semelhantes as produzidas no presente estudo.
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