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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi analisar as alteragdes ultraestruturais nas vilosidades do jejuno de seis
equinos submetidos a distensdo intraluminal com solucéo salina. A pressao intraluminal foi mantida em 25cm
de agua durante duas horas. As amostras de mucosa intestinal colhidas as: zero hora; duas horas de distenséo; e
duas horas e 12h de descompressdo foram analisadas por meio de microscopia eletrénica de varredura.
Avaliaram-se a area e o perimetro das vilosidades e sua densidade, usando-se um programa computacional de
andlise de imagens (Image J). A distensdo luminal promoveu aumentos da area e do perimetro das vilosidades
intestinais. Essa alteragdo ultraestrutural ocorreu somente 12h apds a descompressdo e considerou-se que a
provavel causa seria 0 edema promovido por aumento da permeabilidade vascular decorrente de um processo
de isquemia e reperfusdo da mucosa intestinal. Concluiu-se que a distensdo intraluminal do jejuno equino
promoveu, tardiamente, aumento das dimensdes das vilosidades intestinais.
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ABSTRACT

The ultra-structural alterations in the equine jejune villi caused by intraluminal distension were analyzed. Six
animals had a jejunum segment distended with saline solution. The intraluminal pressure was maintained in
25cm of water for 2h. The mucosal samples collected (Oh, 2h of distension, 2h and 12h of decompression) were
analyzed with scan electronic microscopy (SEM). The area and the perimeter of the villi, as well as their
density, were analyzed using a specific software for image analysis (Image J). The luminal distention and
decompression induced an increase on villi dimensions (area and perimeter). This ultrastructural alteration
occurred just 12h after decompression, possibily due to edema caused by the increase of vascular permeability
resulting from ischemia and reperfusion of the intestine mucosa. The intraluminal distension of the equine
jejune caused a delayed increase of the intestine villi dimensions.
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INTRODUCAO

A sindrome colica é um distarbio que causa dor
abdominal e que pode acometer qualquer 6rgdo
da cavidade abdominal. E uma das maiores
causas de 6bito em equinos (Thomassian, 1990).
Essa enfermidade causa prejuizos para 0s
criadores, devido ao custo do tratamento e ao
nimero elevado de vitimas fatais. Dos diversos
fenbmenos que cursam com a sindrome cdlica,
destacam-se as obstrucdes que interrompem o

Recebido em 18 de margo de 2009
Aceito em 10 de setembro de 2010
E-mail: renata_86@yahoo.com.br

fluxo da ingesta e acarretam uma distensdo do
limen intestinal. A distensdo luminal tem sido
associada a complicagcbes graves como
aderéncias, ileo paralitico e ébito.

Ainda ndo sdo conhecidos todos 0os mecanismos
pelos quais a distensdo promove tais
complicac¢Bes. No intestino delgado, estudos tém
sugerido que a interrupcdo da irrigacdo das
vilosidades seria um fator importante na
ocorréncia dessas lesfes (White, 1990). Segundo
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tais estudos, a distensdo luminal acarretaria
isquemia ao obstruir as drenagens linfatica e
venosa das vilosidades, resultando em edema
trasmural e inflamacdo. Esses efeitos podem ser
agravados mesmo ap0s a restauracédo da irrigagao
normal, caracterizando a injuria de reperfusao.
Alguns autores consideraram que as lesdes
celulares, observadas durante a reperfusdo,
podem ser mais graves do que as préprias lesdes
causadas pela isquemia (Forsyth e Guilford,
1995).

O objetivo do presente estudo foi analisar as
alteracbes  ultraestruturais  ocorridas  nas
vilosidades do jejuno equino submetido a
distensdo intraluminal (DIL). A hipétese foi que
a distensdo intraluminal por duas horas
promoveria alteragBes na &rea, no perimetro e na
densidade das vilosidades jejunais e que essas
alteracGes se agravariam nas primeiras horas
apos a descompressao.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados seis equinos sem raca definida,
com idade variando de quatro a 12 anos e escore
corporal entre 3 e 4 (escala de 1 a 5) (Speirs,
1997). Os equinos foram vermifugados e
mantidos por 15 dias em regime alimentar
padronizado com feno de capim coast-cross e
racdo comercial com 10% de proteina. Antes de
submetidos ao ato cirrgico, os animais foram
pesados e avaliados por meio de exames clinicos
e laboratoriais, sendo considerados higidos e
aptos para 0 experimento.

O projeto CVZ 23704, protocolado com o n°
144/04, foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA/UFMG) em
05/10/2005.

Apo6s jejum de 12h, os animais foram pré-
medicados com midazolam (Dormire. Cristalia
Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda. Itapira,
SP) (0,15mg/kg, 1V) e éter gliceril guaiacol (Eter
gliceril guaiacol. Henryfarma. S8o Paulo, SP)
(100mg/kg, 1V) e, apés alcancar decubito lateral,
foram intubados pelo método de rotina. A
inducdo e manutencdo anestésicas foram feitas
por meio de aparelho de anestesia inalatéria, com
vaporizador compensado em circuito
semifechado. Foi utilizado o isofluorano (Forane.
Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda.
Itapira, SP) volatilizado em 15ml/kg/min de
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oxigénio via sonda orotraqueal. Ap6s a inducéo,
foi administrada solu¢do de Ringer lactato
associada a dobutamina (Dobutrex. Eurofarma.
Sdo Paulo, SP) (1 a 5mcg/kg/min), com o
objetivo de manter a pressdo arterial média entre
70 e 100mmHg. A concentra¢do de CO, ao final
da expiragdo (ETCO,) foi avaliada por
capnografia e mantida entre 35 e 50mm de Hg
por respiracdo controlada.

Procedeu-se a uma celiotomia mediana pré-
umbilical de aproximadamente 25cm, por onde
foi feita a exposicdo do jejuno. No jejuno foi
demarcado um segmento de 40cm a cerca de 2m
da transicdo para o ileo, e esse segmento foi
submetido ao modelo de obstrugdo com
distensdo intraluminal  conforme  modelo
previamente descrito (Dabareiner et al., 2001).
Para promover distensdo, utilizou-se injecdo
intraluminal de solucdo salina (NaCl 0,9%) no
segmento previamente isolado por ligaduras
completas murais. A solucdo foi injetada via
sonda (do tipo uretral n° 8), introduzida no lume
através de enterotomia em segmento adjacente.
Essa sonda estava acoplada externamente ao
recipiente contendo a solucdo e a um manémetro
aneroide por meio de uma torneira de trés vias. A
pressdo no lume intestinal foi mantida em 25cm
de &gua, por meio da injecdo ou retirada de
solugdo salina durante todo o periodo de
obstrucéo.

O segmento experimental foi mantido distendido
por duas horas. Apos esse periodo, as ligaduras e
a sonda foram retiradas, e 0s animais mantidos
em anestesia por um periodo minimo de duas
horas para que ocorresse a reperfusdo do
segmento. A recuperacdo anestésica foi, entdo,
permitida. Imediatamente ao final da anestesia,
0s animais receberam buprenorfina (Temgesic.
Indistria Quimica e Farmacéutica Schering
Plough. Rio de Janeiro, RJ) (0,005mg/kg, IM)
com intuito de manter a analgesia. Doze horas
apos a desobstrucdo intestinal, os animais foram
sedados com xilazina (Rompum. Bayer. S&o
Paulo, SP) (1mg/kg, 1V) e acepromazina
(Acepran. Univet Industria Veterinaria S.A. Sao
Paulo, SP) (0,1mg/kg, 1V). A anestesia geral foi
induzida com tiopental (Tiopental. Cristélia
Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda.
Itapira, SP) (3mg/kg) administrado na artéria
carétida e procedeu-se, entdo, a eutanasia por
infusdo intravenosa de solugdo saturada de
sulfato de magnésio.
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Amostras da parede intestinal foram colhidas antes,
ao final da distensdo e ap6s duas e 12h de
descompressdo. Essas amostras intestinais foram
constituidas de fragmentos com aproximadamente
2x5cm, colhidos na borda antimesentérica, por
meio de uma incisdo transversal com o bisturi
incidindo todos os planos da alca intestinal. Depois
de colhidas, as amostras foram imediatamente
fixadas em solucdo de glutaraldeido tamponado e
armazenadas a 4°C, para a realizagio do
processamento de rotina para microscopia
eletronica de varredura.

Por ocasido da anélise, as amostras armazenadas em
glutaraldeido foram cortadas em fragmentos com
aproximadamente 16mm?, tratadas com tetréxido
de 6smio (2%) por duas horas e, posteriormente,
desidratadas por passagens consecutivas de 15min
em concentragdes crescentes de alcool etilico. Apds
secagem em CO, sob pressdo, por meio de secador
de ponto critico, os fragmentos foram metalizados
em metalizador de fluxo idnico por periodo de 70
segundos, em poténcia de 70mA. A mucosa de cada
amostra foi examinada em microscopico eletronico
de varredura, operando em 15kV em um aumento
de 100 vezes, sendo as imagens registradas em
papel fotossensivel.

Apos andlise e descricdo das alteragGes verificadas,
as imagens foram digitalizadas por meio de scanner
e um microcomputador, para a realizacdo de sua
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andlise por software de morfometria (Image J). As
analises foram realizadas pelo mesmo pesquisador.
Na anélise, foram considerados o numero de
vilosidades por mm?, a area e o perimetro médio
das vilosidades. Para cada amostra, as medidas de
area e perimetro foram obtidas de, pelo menos, 10
vilosidades.

Foram realizadas comparagdes especificas entre
tempos. As avaliagOes estatisticas foram feitas por
meio de andlise de variancia em blocos ao acaso e
submetidas ao teste de Student-Newman-Keuls para
comparacdo das meédias (Sampaio, 1998).
Considerou-se nivel de significancia de P<0,05.

RESULTADOS

Comparando-se as caracteristicas das amostras apos
as duas horas de distensdo com as das amostras
basais,  verificou-se que as vilosidades
apresentaram-se com aspecto achatado, com
reducdo dos espacos entre essas estruturas. Nas
primeiras duas horas apds a descompressdo, as
vilosidades ainda apresentavam-se aplainadas em
suas extremidades, mas 0 espago entre elas era mais
semelhante ao das amostras basais. Contudo, ap0s
12h, o espaco entre as vilosidades tornou a se
reduzir, sendo praticamente inexistente, e essas
mostravam-se mais rugosas e avolumadas (Fig. 1).

Figura 1. Eletromicrografias das vilosidades do jejuno de equinos apds a distensdo. Aparéncia ultraestrutural
(150x, 15Kv) das vilosidades intestinais antes, apos duas horas de distenséo e apds duas e 12h de reperfuséo.
Ap0s 12h de descompressdo, ha alteracdo nas dimensdes das vilosidades.

1038
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Apo6s duas horas de distensdo ou duas horas de
descompresséo, nao houve alteraces
significativas nas dimensfes ou densidade das
vilosidades em comparacdo com as basais.
Entretanto, 12h ap6s a descompressao, a area € 0
perimetro das vilosidades foram superiores
(P<0,05) aos valores de todos os outros tempos,

Area

atingindo, respectivamente, médias 55% e 25%
acima das basais. Apesar de ndo haver
significancia (P=0,07), nesse mesmo tempo,
observou-se menor numero de vilosidades por
mm?. Os dados da morfometria estéo contidos na
Fig. 2.
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Figura 2. Médias (+ erro-padrdo) da area, perimetro e densidade das vilosidades intestinais do jejuno
equino, antes, ao final da distensao e ap6s duas e 12h de reperfusao.
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DISCUSSAO

A avaliagdo por meio da microscopia eletrnica
de wvarredura foi eficaz para verificar as
alteracbes na mucosa do jejuno equino
submetido a distensdo. Recentemente, Faleiros et
al. (2007), ao utilizarem a mesma metodologia,
ndo verificaram alteracBes evidentes na
morfologia do célon menor equino submetido a
modelo de distensdo, usando inclusive pressdo
superior (40mm de Hg). Essa discrepancia era
esperada, pois o estudo revelou que ndo existe
alteracdo na perfusdo da mucosa do c6lon menor
quando submetida as condi¢bes de distensdo
utilizadas no estudo de Faleiros et al. (2002).
Estes achados reforcam observagdes prévias de
gue, em equinos, a mucosa do intestino delgado é
mais sensivel a distensdo do que a mucosa do
intestino grosso (Dabareiner et al.,1993).

Pelas  eletromicrofotografias da  mucosa,
verificou-se nitida reducdo do espago entre as
vilosidades nas amostras colhidas ao final da
distensdo quando comparadas com as do
controle. Nesse ultimo estudo, que utilizou o
mesmo modelo de distensdo no jejuno de
equinos, os autores consideraram o inverso, ou
seja, aumento desse espaco, baseados na
avaliacdo por microscopia de varredura das
réplicas vasculares das vilosidades. Algumas
explicacbes podem ser encontradas para essa
discrepancia. No presente estudo, que também
avaliou numericamente a densidade das
vilosidades, tomou-se o cuidado de sempre
observar as amostras em um campo de
visualizacéo que permitisse analisar
integralmente o é&pice das vilosidades. Outra
possivel explicacdo é que os autores citados ndo
observaram a vilosidade integralmente, mas
apenas sua réplica vascular. Assim, ndo foi
possivel verificar o achatamento das células
epiteliais que recobrem a vasculatura e ocupam o
espaco entre as vilosidades.

No presente estudo, duas horas apos
descompressdo, houve o retorno das vilosidades
ao formato original. Fato semelhante também foi
constatado por Dabareiner et al. (1993), quando
observaram que, apds a descompressdo, a
arquitetura das vilosidades voltou a ser
semelhante ao estado em que se encontrava antes
da distensdo. Estes resultados sdo indicativos de
gue as alteracOes vistas apds a distensdo seriam
devido, principalmente, a agdo mecanica causada
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pela solucdo fisiolégica. O fluido, que foi
introduzido com o objetivo de manter a presséo
em 25cm, exerceria uma compressdo sobre as
vilosidades, logo alteraria sua morfologia.

No presente estudo, alteragdes significativas nas
dimensdes das vilosidades ocorreram no periodo
de 12h apds descompressdo. Foi observado que,
neste tempo, os valores da area e do perimetro
das vilosidades foram mais altos (P<0,05) que os
da &rea e do perimetro de todos os outros tempos
(duas horas de isquemia, 12h de isquemia e duas
horas de reperfusdo).

A alteracdo da morfologia das vilosidades ndo
pode, neste caso, ser explicada apenas pelo fator
mecanico da distensdo, uma vez que a arquitetura
normal ja havia sido restabelecida nas primeiras
duas horas apés a descompressdo. O fato de que
as alteragBes das dimensbes das vilosidades
ocorreram de forma significativa somente apds a
descompressdo é um indicio da presenca de lesdo
inflamatoria.

Dabareiner et al. (1993) também observaram
diminuigdo da densidade vascular na mucosa e
do nimero de vasos preenchidos na submucosa e
mucosa distendidas quando comparado com 0s
resultados dos controles. Desse modo, 0s
achados deste estudo corroboram a hipétese de
que o aumento da dimensdo das vilosidades seria
devido a isquemia e a formacg&o de edema.

A distensdo luminal ocasiona compressdo dos
vasos da parede intestinal, o que promove
isquemia. O edema transmural é causado por
aumento na pressdo hidrostatica capilar, pressdo
osmética do plasma diminuida e aumento da
permeabilidade capilar (Moore, 1992). Esse
aumento s6 se manifestou depois da
descompressdo devido a injuria de reperfuséo.

Ha& diversas teorias para explicar os processos
que acarretam as lesBes de reperfusdo. As mais
tradicionais estdo relacionadas com a ocorréncia
de microembolismo devido a agregacao
plaquetaria € com o acimulo de produtos
resultantes do metabolismo anaerdbico durante a
isquemia. Pesquisas posteriores demonstraram
crescente evidéncia de que a formacdo de
radicais livres esté diretamente implicada com os
efeitos citotoxicos da reperfusdo (Rochat, 1991).
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Durante a isquemia, ha conversdo da enzima
xantina desidrogenase em xantina oxidase e ATP
em hipoxantina. Com a reperfusdo, ocorre o
retorno do oxigénio para o tecido e a formacéo
de radicais de oxigénio, o0s quais sdo
posteriormente degradados em subprodutos que
causam necrose e dano vascular (White, 1990).
Alguns autores consideraram que as lesdes
celulares, observadas durante a reperfusdo,
podem ser mais graves do que as préprias lesdes
causadas pela isquemia (Forsyth e Guilford,
1995), e essa consideracdo condiz com o0s
resultados encontrados no presente estudo.

Além do edema, outro fato que ajudaria a
explicar o aumento da dimensdo do &pice das
vilosidades seria a ocorréncia do espaco de
Gruenhagen, que é formado no 4pice das
vilosidades. Ele se localiza entre as células
epiteliais e a membrana basal, logo favorece o
achatamento das vilosidades, pois tais células
perdem a sustentacdo. Esse espago ja foi
verificado em segmentos de jejuno de equinos
submetidos a modelos de isquemia e reperfusdo
(White, 1992) e modelos de distensdo e
descompressdo (Dabareiner et al., 1993).

No tempo de duas horas de reperfusdo, nédo
foram constatadas lesbes significativas nas
vilosidades do jejuno. O fato de as lesdes sO se
manifestarem 12h apds a descompressdo foi, de
certa forma, inusitado, uma vez que a
consequéncia da reperfusdo na mucosa tem se
manifestado predominantemente nos primeiros
180 minutos, conforme verificado no jejuno
(Horne et al., 1994; Alves et al., 2003), no colon
maior (Vatistas et al., 1993; Moore et al., 1994) e
no colon menor (Faleiros et al.,, 2001) de
equinos.

Em outro modelo experimental para estudo da
regeneracdo do epitélio do jejuno submetido a
periodos de duas e trés horas de obstrugdo
estrangulativa hemorrdgica ou isquémica,
verificou-se que, em determinados segmentos,
houve comprometimento da mucosa nas
primeiras 12h de reperfusdo (Freeman et al.,
1988). De modo geral, considerou-se que a
injuria de reperfusdo se inicia nos primeiros dois
minutos de reperfusdo e pode durar horas ou dias
(White, 1995).

Sup0Be-se que as alteracBes nas vilosidades foram
mais acentuadas apés a descompressao devido as
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lesBes promovidas por isquemia e reperfusdo da
mucosa intestinal. Entretanto, ndo foi possivel
explicar o resultado encontrado de que as
alteragBes nas dimensbes das vilosidades se
manifestaram apenas 12h ap0s a reperfusao e que
nada ocorreu duas horas ap6s a descompressao.

CONCLUSOES

A distensdo luminal do jejuno de equinos, com
solucdo salina a uma pressdo de 25cm de H,0,
por periodo de duas horas, promove aumento
tardio das dimensdes das vilosidades intestinais.
Observam-se alteracfes nas vilosidades no
tempo de 12h de reperfuséo e nada é observado
no tempo de duas horas de descompresséo.
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