Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.56, n.4, p.433-437, 2004

Efeitos do 0zonio nas lesdes de reperfusio do jejuno em eqiiinos
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RESUMO

Investigaram-se os efeitos do 0zonio nas lesdes de reperfusdo intestinais de eqiiinos. Induziu-se obstrugao
vascular (2h) seguida de reperfusdo (12h) e os animais receberam os seguintes protocolos: ndo tratado
(n=7, 500ml solugdo salina 0,9%) e tratado com ozénio (n=6, 50ugkg"). Amostras intestinais foram
examinadas em 0, 1, 2h (obstrugdo) e 1, 2, 12h (reperfusdo). Os seguintes escores histomorfologicos
apresentaram-se significativamente atenuados: na regido da mucosa - desprendimento epitelial, infiltrado
de neutréfilos e hemorragia; na submucosa - infiltrado de neutréfilos e edema. Essas diferengas ocorreram
na fase inicial da reperfusdo, coincidindo com a geracdo de radicais livres derivados do oxigénio. Os
efeitos conservadores observados podem estar associados a modulagdo de enzimas antioxidantes, ou a
propriedades bioquimicas do ozdénio, que interferiram com etapas bioquimicas da reperfusdo,
representando uma alternativa terapéutica para o tratamento de pacientes acometidos por abdome agudo.
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ABSTRACT

This study was designed to investigate the effects of ozone on attenuating jejunum reperfusion injury in
horses. Vascular obstruction(2h)/reperfusion(12h) was induced and the animals received the following
protocols: not treated (n=7, 500ml saline solution) or treated with ozone (n=6, 50ug.kg”). Intestinal
samples were histomorphologically examined at 0, 1, 2h (obstructive) and 1, 2, 12h (reperfusion phase).
The following scores were significantly attenuated: mucosal region- epithelial loss, neutrophil infiltration
and hemorrhage; submucosal region- neutrophil infiltration and edema. These effects may be related to
the antioxidant enzyme modulation, or ozone biochemical properties, which interfered with biochemical
steps of reperfusion injury. The results indicate an alternative for the treatment of equine acute abdomen.
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INTRODUCAO concentracdo de radicais livres derivados do

oxigénio (RLO) e ha evidéncias de formagao

O trato gastrintestinal ¢ particularmente dotado desses agentes no intestino delgado de eqiiinos
de recursos enzimaticos para formagao de grande (Prichard et al., 1991).
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A terapia antioxidante constitui uma nova
abordagem farmacologica na inflamagdo e lesdo
de isquemia e reperfusdo (Cuzzocrea et al.,
2001). Trabalhos anteriores relataram que a
manutengdo e o incremento de sistemas
antioxidantes induzidos por ozbénio (O;)
atenuaram as lesdes induzidas pelos RLO
(Hernandez et al., 1995; Leon et al., 1998;
Peralta et al., 1999). O O; mostrou-se eficiente
em diversas enfermidades circulatorias e
inflamatorias (Shiratori et al., 1993; Bocci, 1994;
Bulmer et al., 1997), ¢ a exposi¢do sangiiinea a
baixas concentragdes contribuiu para a prote¢ao
das células ao estresse oxidativo (Ploppler et al.,
1994; Ajamieh et al., 2002).

Em pesquisa com células endoteliais humanas,
constatou-se elevagdo significativa da
concentragdo de 6xido nitrico liberado, que ¢ um
modulador da vasodilatagdo (Valacchi e Bocci,
2000). Em doenga arterial oclusiva periférica,
verificaram-se  melhoras nas  propriedades
hemorreologicas, em pacientes sob o0zdnio-
terapia (Giunta et al., 2001). O presente estudo
teve o objetivo de avaliar os efeitos do ozonio
nas lesdes de reperfusdo do jejuno em eqiiinos.

MATERIAL E METODOS

Foram usados 13 eqiiinos adultos, distribuidos
em dois grupos: ndo tratado (G-NTR) e tratado
com ozbénio (G-OZO). Apds a anestesia, oS
animais foram submetidos a dois modelos de
obstrugdo (OBS) vascular simultanea,
hemorragico e isquémico, pela interrup¢do da
circulagdo mural, venosa (OVEN) ou artério-
venosa (OARV) com drenos de Penrose. Um
terceiro segmento nao submetido a interrupgao
do fluxo sangiiineo, permaneceu como controle
(CONT). Apobs duas horas, a circulagdo foi
restabelecida, pela retirada das ligaduras, quando
se iniciou a fase de reperfusio (REP), com
duragcdo de 12 horas. Os eqiiinos do G-NTR
receberam 500ml de soro fisiologico e os do G-
0Z0, 500ml de soro ozonizado' na dose de
50ugkg™, ambos ao final da fase de obstrugio
vascular. As amostras foram colhidas antes da
aplicaco das ligaduras (Oh), e nos tempos de 1h
e 2h na fase de OBS, e 1h, 2h ¢ 12h na fase de
REP. Apos fixacdo em formalina neutra 10%
tamponada, foram processadas pela técnica de
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inclusdo em parafina e coradas por hematoxilina-
eosina (Luna, 1968).

Os escores histomorfoldgicos foram classificados
utilizando-se os critérios de Chiu et al. (1970) e
Sullins et al. (1985). As comparagdes entre os
dois grupos, em cada tempo, por segmento, em
relacdo as medidas dos escores, foram realizadas
utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis,
considerando-se significativos em P<5%.

RESULTADOS

Os resultados dos escores médios € medianos das
variaveis estudadas sdo apresentados nas Tab. de
las.

A caracterizagdo microscdpica das alteragdes nos
segmentos intestinais obstruidos variou em
intensidade, em ambas as fases do experimento.
Houve graus variaveis de desprendimento
epitelial, formagdo de fendas subepiteliais e
vacuolizagdo do epitélio de absor¢do. A perda
epitelial iniciou-se nas extremidades das
vilosidades, progredindo em diregfo a regido das
criptas. Ocorreu dilatagdo cistica das criptas e
acumulos multifocais de debris na superficie da
lamina propria. As vilosidades tornaram-se
encurtadas e espessadas. Edema, congestao
capilar e hemorragia foram freqiientes na lamina
propria e infiltrado de neutréfilos foi observado
na mucosa e submucosa. A tinica muscular foi
minimamente afetada.

O restabelecimento da circulagdo exacerbou os
escores histologicos, com tendéncia para maior
ruptura da superficie da mucosa, edema,
hemorragia e infiltrado de neutrofilos.

No G-OZO, observou-se atenuagao significativa
dos seguintes escores: no segmento venoso - na
mucosa, desprendimento epitelial (1h REP),
hemorragia (2h REP) e infiltrado de neutrofilos
(1h REP e 2h REP) e na submucosa, infiltrado de
neutrofilos (1h REP) e edema (2h REP); no
segmento artério-venoso - na mucosa, infiltrado
de neutréfilos (lh REP e 2h REP) e na
submucosa, infiltrado de neutréfilos (1h REP e
2h REP) e edema (2h REP).
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Tabela 1. Escores medianos ¢ médios para desprendimento epitelial na mucosa nos grupos experimentais
¢ segmentos intestinais
SCONT SOVEN SOARV

Tempo 10BS 20BS 1REP 2REP 12REP 10BS 20BS 1REP 2REP 12REP 10BS 20BS 1REP 2REP 12REP
Grupo MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME

G-NTR 0 0 0 0 0 O 0 041009 151,53, 3,1 3534303010 1,0 1,5152525353,53,03,01013
G-ozo0 0 0 0 O O O 0 021007 1,5132020202225251018 151,72022302530271522
Numeros marcados em negrito representam diferenca significativa (P<0,05); SCONT — segmento-controle; SOVEN - segmento
submetido a obstrucdo venosa; SOARV- segmento submetido a obstrugdo artério-venosa. OBS - obstrugdo vascular; REP-

reperfusdo; MN - mediana; ME - média; G-NTR - grupo ndo tratado; G-OZO — grupo-ozonio.

Tabela 2. Escores medianos ¢ médios de hemorragia na mucosa nos grupos experimentais e segmentos
intestinais

SCONT SOVEN SOARV

Tempo 10BS 20BS 1REP 2REP 12REP 10BS 20BS 1REP 2REP 12REP 10BS 20BS 1REP 2REP 12REP
Grupo  MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME
GNTR 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O 25253031303035342525 0 0 003 0 04 0 04 0 03
GOZO 0 0 0 0 0 0 0 0 0 02 0508201525202018 1518 0505 0 02 0 03 0 07 0 07
Numeros marcados em negrito representam diferenca significativa (P<0,05); SCONT — segmento-controle; SOVEN - segmento
submetido a obstrugdo venosa; SOARV- segmento submetido a obstru¢do artério-venosa. OBS - obstru¢do vascular; REP-
reperfusdo; MN - mediana; ME - média; G-NTR - grupo ndo tratado; G-OZO — grupo-ozonio.

Tabela 3. Escores medianos e médios de neutréfilos na mucosa nos grupos experimentais e segmentos
intestinais

SCONT SOVEN SOARV

Tempo 10BS 20BS 1REP 2REP 12REP 10BS 20BS 1REP 2REP 12REP 10BS 20BS 1REP 2REP 12REP
Grupo MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME
GNTR 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O 05060506 25243,0291515 0 0105042016 151410 1,1
G-0ZO 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o0 0101013101210 121013 100,7 1,0 0,7 1,0 0,7 1,0 0,8 1,0 1,3
Numeros marcados em negrito representam diferenca significativa (P<0,05); SCONT — segmento-controle; SOVEN - segmento
submetido a obstrucdo venosa; SOARV- segmento submetido a obstrugdo artério-venosa. OBS - obstrugdo vascular; REP-
reperfusdo; MN - mediana; ME - média; G-NTR - grupo ndo tratado; G-OZO — grupo-ozonio.

Tabela 4. Escores medianos e médios de neutrofilos na submucosa nos grupos experimentais € segmentos
intestinais

SCONT SOVEN SOARV

Tempo 10BS 20BS 1REP 2REP 12REP 10BS 20BS 1REP 2REP 12REP 10BS 20BS 1REP 2REP 12REP
Grupo MN ME MN ME MN ME MN ME MNME MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME MN ME
GNTR 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 05060506202020201514 0 0 1,006 2,020 1,5150,505
G0OzO0 0 0 0 0 0 0 000 0 101010101008 10131012 0505 0 03 0 050,505 1008
Numeros marcados em negrito representam diferenca significativa (P<0,05); SCONT — segmento-controle; SOVEN - segmento

submetido a obstrugdo venosa; SOARV- segmento submetido a obstru¢do artério-venosa. OBS - obstrugdo vascular; REP-

reperfusdo; MN - mediana; ME - média; G-NTR - grupo ndo tratado; G-OZO — grupo-ozonio.

Tabela 5. Escores medianos e médios de edema na submucosa nos grupos experimentais e segmentos
intestinais

SCONT SOVEN SOARV

Tempo 10BS 20BS 1REP 2REP 12REP 10BS 20BS 1REP 2REP 12REP 10BS 20BS 1REP 2REP 12REP
Gupo M MM M MMMMMM MMMMMMMMMM MMMMMMMMMM

N ENENENENE NENENENENE NENENENENE
GNTR 0 0 0 0 0 0 O O O O 1,5 1,4 2,5 24 3,0 2,8 2,5 2,7 2,0 1,6 o 0 0 031007 1,0 1,1 1,0 0,7
G0zO 0O 0 0 0O 0OOO 0 0 0 1,012201720201,515151,7 0 02 0 021010100810 12
Numeros marcados em negrito representam diferenga significativa (P<0,05); SCONT — segmento-controle; SOVEN - segmento
submetido a obstrugdo venosa; SOARV- segmento submetido a obstrugdo artério-venosa. OBS - obstru¢do vascular; REP-
reperfuséo; MN - mediana; ME - média; G-NTR - grupo ndo tratado; G-OZO — grupo-ozonio.
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DISCUSSAO

Diversas pesquisas ja foram realizadas buscando
drogas com potencial para atenuar a lesdo de
reperfusdo.  Embora  varios  agentes e
procedimentos estejam disponiveis, nenhum ¢
plenamente eficaz e utilizado na rotina. Novas
estratégias  farmacologicas de intervengdo
necessitam melhor avaliagdo em medicina
veterinaria, como as que usam agentes
antioxidantes (Cuzzocrea, 2001). O maior
nimero de experimentos que utilizou o O;
avaliou o seu efeito oxidante. A producdo de
RLO ¢ considerada a principal causa de lesdo
tecidual, durante a reperfusdo. Em condigdes
patologicas, os mecanismos de defesa
enzimaticos podem ser superados, permitindo
que os radicais exercam efeitos deletérios. Ja foi
comprovado, no jejuno de eqiiinos, o potencial
bioquimico para a formagdo desses agentes, via
cascata da xantina oxidase (Prichard et al., 1991).
Nos segmentos de jejuno estudados ocorreu lesdo
de reperfusdo, comprovada pelo agravamento das
lesdes na fase de pods-obstrugdo vascular, no
grupo ndo tratado. A lesdo foi progressiva e
consistiu de congestdo, edema, infiltrado de
neutrofilos, hemorragia, e necrose da mucosa.

Demonstrou-se a eficiéncia do Os, visto que
ocorreu  atenuagdo de  diversos  escores
histomorfologicos. As alteragdes que
acompanham o processo de inflamagao e necrose
local, quando exacerbadas, podem contribuir
para o agravamento da lesdo na mucosa.
Clinicamente, a prote¢do tecidual no inicio da
reperfusdo ¢ importante, pois lesdes extensas
favorecem a passagem de bactérias e endotoxinas
para circula¢do sistémica, podendo desencadear
quadros irreversiveis em pacientes com abdome
agudo. Neste experimento, buscou-se o efeito
paradoxal do Os; ja relatado em diversos
trabalhos (Plopper et al., 1994; Leon, 1998;
Peralta et al., 1999). Esses autores descreveram
que o Oz por ser um oxidante, promove o
estresse oxidativo e induz elevagdo dos sistemas
enzimaticos antioxidantes para atenuagdo da
lesdo de reperfusdo.

Giunta et al. (2001) relataram, em doenca arterial
oclusiva, apdés uma tnica dose de auto-
hemoterapia ozonizada, melhora das
propriedades reologicas do sangue e oxigenacdo
dos tecidos, o que pode ser um mecanismo de
atuacdo no atual experimento. Valacchi e Bocci
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(2000) demonstraram que células endoteliais
tratadas com o agente aumentaram a liberagdo de
oxido nitrico, induzindo vasodilatacdo em areas
isquémicas e reduzindo a hipoxia. Os mesmos
autores verificaram inibig¢do de moléculas de
aderéncia, o que pode diminuir o processo
inflamatodrio local. Como o O3 ¢ um gas muito
reativo e instavel, pode-se prever que seu
mecanismo de aglo esteja relacionado
diretamente com os produtos que ele gera,
através de interacdes seletivas com compostos
organicos que estdo presentes no plasma e nas
membranas celulares. Ha evidéncias para afirmar
que grande parte da lesdo de isquemia e
reperfusdo intestinal seja o resultado de respostas
inflamatdrias causadas por produtos oxidativos
de neutrdfilos residentes ou infiltrados. Neste
trabalho, verificou-se atenuacdo dos escores de
neutrofilos, o que contribuiu para preservagao da
mucosa.

A homeostase do célcio estd alterada durante a
isquemia em virtude da perda da atividade da
bomba transportadora, o que permite a elevagdo
da sua concentragdo intracelular, ativando
enzimas como fosfolipases e endonucleases.
Ajamieh et al. (2002) afirmaram que o efeito
protetor do O; na homeostase do calcio deveu-se
a conservagio das atividades de ATPases-Ca®".
Essa situagdo pode ter ocorrido nas condig¢des do
atual experimento, contribuindo para graus de
lesdes mais discretos na reperfusdo. Ainda, ¢é
possivel que tenha ocorrido manutengdo do
metabolismo energético local, contribuindo para
a preservacdo da mucosa, como verificado por
Shiratori et al. (1993).

Diversos autores recomendaram o Oz em doses
de lmgkg' por 10 dias (Leon et al., 1998;
Ajamieh et al., 2002). Dessa forma, o fendmeno
de pré-condicionamento oxidativo ¢ alcangado,
sem toxicidade apreciavel. Neste trabalho, a dose
Ginica aplicada foi de 50pgkg”’. Os efeitos
benéficos constatados, mesmo com a dose
reduzida, provaram a eficiéncia da droga, sendo
possivel que doses superiores ou adicionais
possam exercer melhor e mais duradouro efeito,
prolongando-se até a fase de regeneragdo
intestinal.

Concluiu-se que o Os ¢ eficaz na atenuagdo de
lesio de reperfusdo no jejuno de eqiiinos
submetidos a obstrugcdo vascular. A protegdo
pode ter decorrido por efeitos hemorreoldgicos,
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hemodinamicos sistémicos ou modulatorio sobre
enzimas antioxidantes.
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