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Intestinal ischemia and reperfusion are important factors for mortality in horses. The
objective of this study was to detect and to quantify apoptosis in the mucosa of equine
small colon in a model of ischemia and reperfusion. The small colon was surgically exposed
in twelve horses, and two intestinal segments were demarcated and subjected to 90 (SI)
or 180 (SIl) minutes of complete arteriovenous ischemia. Intestinal samples were collected
before ischemia (control), at its end and after 90 and 180 minutes of reperfusion. Samples
were histological processed and stained by hematoxylin and eosin (S| and Sll) and by
the technique of TUNEL (SI). Digitized histological images were analyzed morphometrically
to detect apoptotic cells and to determine the apoptotic index (Al). After 90 or 180 minutes
of arteriovenous ischemia, an increase in apoptotic cells was verified when compared
with the control group, although no difference could be detected between the different
periods of ischemia (P<0.05). After the first 90 minutes of reperfusion, a decrease in Al
occurred, similar in both segments, possibly due to lack of energy source promoted by
ischemia. Al was maximized after 180 minutes of reperfusion (sample harvested only in
Sl) (P<0.05). In conclusion, apoptosis is an important cause of cellular mucosal death in
equine small colon ischemic obstruction, occurring early in ischemia, and later (after 90

minutes) in the reperfusion period.

INDEX TERMS: Horse, small colon, apoptosis, ischemia and reperfusion.

" Recebido em 3 de setembro de 2008.

Aceito para publicacdo em 1 de outubro de 2008.

2 Bolsista de Iniciagdo Cientifica (CNPq), Escola de Veterinaria, Uni-
versidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Av. Antdnio Carlos 6627,
Pampulha, Belo Horizonte, MG 31270-901, Brasil.

3 Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinarias, Escola de Veteri-
naria, UFMG, Belo Horizonte, MG. Bolsista de Pés-Doutorado no Exte-
rior (CNPq). *Autor para correspondéncia: faleiros @ ufmg.br

4 Departamento de Patologia Geral, Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
UFMG, Belo Horizonte, MG. Bolsista de Produtividade em Pesquisa do
CNPq.

5 Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinarias, Escola de Veteri-
naria, UFMG, Belo Horizonte, MG. Bolsista de Produtividade em Pes-
quisa do CNPq.

6 Department of Veterinary Clinical Sciences, Ohio State University,
601 Vernon Tharp Street, Columbus, Ohio 43210, USA.

198

RESUMO.- Isquemia e reperfusao intestinais sao impor-
tantes fatores de mortalidade em equiinos. O objetivo deste
estudo foi detectar e quantificar a apoptose na mucosa do
colon menor eqiino em um modelo de isquemia e
reperfusdo. Realizou-se a exposicao cirurgica do colon
menor de doze eqlinos e demarcaram-se dois segmen-
tos intestinais que foram submetidos a 90 (SI) ou 180 (SlI)
minutos de isquemia arteriovenosa completa. Foram co-
letadas amostras intestinais antes da isquemia (contro-
le), ao seu final e apos 90 e 180 minutos de reperfuséo.
As amostras foram processadas histologicamente e co-
radas pela Hematoxilina e Eosina (Sl e Sll) e pela técnica
de TUNEL (Sll). Foram digitalizadas imagens histoldgi-
cas e procedeu-se analise morfométrica para detectar
ocorréncia de apoptose e determinar o indice apoptético
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(IA). Apds 90 ou 180 minutos de isquemia arteriovenosa,
verificou-se um aumento do |IA comparado ao controle,
embora néo tenha sido detectada diferenca entre os dife-
rentes periodos de isquemia (P<0,05). Apds o0s primeiros
90 minutos de reperfuséo, ocorreu uma diminui¢do do 1A
em ambos os segmentos, talvez devido a redugéo do su-
primento energético necessario a ocorréncia de apopto-
se. O |A foi maximizado apds 180 minutos de reperfusao
(amostra coletada somente no segmento Sl) (P<0,05).
Concluiu-se que, nas obstrugdes isquémicas do colon
menor eqlino, a apoptose € uma importante forma de
morte celular na mucosa, ocorrendo de forma precoce
durante a isquemia e de forma tardia (apds 90 minutos)
durante a reperfuséo.

TERMOS DE INDEXACAO: Eqiino, célon menor, apoptose,
isquemia e reperfusao.

INTRODUCAO

As lesdes de isquemia e reperfusao (I/R) tém importancia
na patofisiologia das afec¢des intestinais em equinos, visto
que desencadeiam um infiltrado neutrofilico intenso, des-
prendimento de células epiteliais e exposicdo da lamina
propria, prejudicando a fungao de barreira da mucosa in-
testinal. Embora os conhecimentos sobre as lesdes de
isquemia e reperfusao tenham avangado, diversos meca-
nismos em equinos ainda permanecem néo totalmente
elucidados (Faleiros & Alves 1997, 2008, Rio Tinto et al.
2000, 2004, Alves et al. 2003, Cerqueira et al. 2005).

A apoptose € um mecanismo de morte celular descrito
inicialmente na década de 1970 e que se diferencia da
necrose em varios aspectos dentre eles a auséncia de
inflamacéo subseqliente a morte celular. Além disso, a
apoptose é um processo ativo que demanda energia e
ocorre segundo um preciso programa genético que en-
volve a ativagao de proteinas especificas, as caspases.
Ja a necrose é constituida por processo sem demanda
energética, e envolve a perda abrupta da integridade da
membrana plasmatica e a alteragdo de seus gradientes
eletroquimicos (Parolin & Reason 2001).

A apoptose esta implicada em mecanismos fisiol6gi-
cos de regulacéo da populacéo celular, processos de de-
senvolvimento, morfogénese e limitacao das reagbes imu-
nes. Além disso, € um mecanismo fisiopatolégico impor-
tante de lesao tecidual (Parolin & Reason 2001). A apop-
tose excessiva pode causar doencas degenerativas e a
auséncia de apoptose pode levar a doencgas auto-imu-
nes, predisposicao a viroses prolongadas ou tumores (Hor-
ta & Young 1999).

Em equinos, existem relatos da participacao da apop-
tose em lesbes do tendao flexor digital superficial (Hosaka
et al. 2005), em afeccao cerebelar em potros (Blanco et
al. 2006) e nas obstrugdes simples e estranguladas do
intestino (Rowe 2003), dentre outras condicoes.

O intestino é considerado um tecido altamente sensi-
vel as lesbes de isquemia e reperfusao (Noda et al. 1998,
Hung et al. 2004, Azuara et al. 2005) e a participagéo da

apoptose nestas lesoes ja foi demonstrada em ratos (Noda
et al. 1998) tendo sido apontada como a principal causa
de morte celular presente na injuria de isquemia e
reperfusao no intestino desses animais (lkeda et al.1998).

A intervencéao terapéutica nas lesdes de isquemia e
reperfusdo através da inibicdo da apoptose ja foi testada
em ratos com resultados animadores através do uso de
soro fetal bovino (Hung et al. 2004), substancias inibidoras
de caspase (Azuara et al. 2004) e antioxidantes (Kojima
et al. 2003). Portanto, essa linha de acao oferece pers-
pectivas terapéuticas promissoras no tratamento de ani-
mais com lesdes de isquemia e reperfusao.

O objetivo deste estudo foi detectar, quantificar e ava-
liar a participacao da apoptose nas lesdes de isquemia e
reperfusdo experimentais do célon menor eqlino, a fim
de contribuir para o conhecimento da patofisiologia des-
sas lesbes em cavalos ampliando assim, as possibilida-
des de intervencao terapéutica.

MATERIAL E METODOS

Amostras. Foram utilizadas amostras de célon menor
equino incluidas em blocos de parafina, previamente colhidas
em um experimento de isquemia e reperfuséo no célon menor
equino (Faleiros & Alves 1997). Tais amostras foram obtidas
de dez equinos, machos castrados ou fémeas nao gestantes,
com idade de 4-15 anos, escore corporal de 2,5 a 3,5 em uma
escala de 1 a 5 e considerados clinicamente sadios por meio
de exames fisico e laboratoriais. Este trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentagcao Animal (CETEA) da UFMG,
sob o protocolo n® 125/2008.

Cirurgia. Para o procedimento de indugéo da isquemia e
reperfusao no célon menor (Faleiros & Alves 1997), foram utili-
zados dez equinos em cirurgia experimental para inducao de
isquemia seguida de reperfusdo em segmentos de célon me-
nor. Foram demarcados trés segmentos do célon menor: con-
trole, segmento | e segmento Il. Através da ligadura das artéri-
as e veias mesentéricas correspondentes aos segmentos de-
marcados, foi induzida a isquemia arterio-venosa completa por
90 (segmento ) ou 180 minutos (segmento Il). Apds o periodo
de isquemia, houve um periodo de reperfusao de 180 minutos
no segmento | e de 180 minutos no segmento |II.

Colheita e processamento histolégico das amostras.
Amostras teciduais constituidas de fragmentos de intestino com
cerca de 3x6cm foram colhidas na borda antimesentérica da
alca (paralelas a ténia), por meio de uma incisao transversal
com o bisturi atravessando as camadas serosa, muscular e
mucosa. Tais amostras foram colhidas no segmento controle logo
apds a instrumentacgao, nos segmentos | e Il ao final da isquemia
(IA e lIA) e apds 90 minutos de reperfusao (IB e 1IB) e apenas no
segmento | ao final de 180 minutos de reperfuséao (IC), determi-
nado-se assim os grupos experimentais (Quadro 1).

Determinacao das células apoptéticas. A identificacao das
células apoptéticas foi realizada em duas etapas. Na primeira
utilizou-se a técnica de TUNEL para identificar células com frag-
mentacdo de DNA. Essa etapa teve como intuito, além de de-
tectar células apoptdéticas por um método objetivo, capacitar os
pesquisadores a detectar nas células positivas ao TUNEL ca-
racteristicas morfolégicas de apoptose que os permitissem lo-
calizar células em apoptose em cortes corados por Hematoxili-
na e Eosina (HE).
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Quadro 1. Esquema de identificacao dos grupos
experimentais de acordo com o segmento experimental
e momento de colheita da amostra

Segmentos Amostra Colheita das amostras
Controle C Ao final da instrumentagao
Segmento | 1A Apods 90 minutos de isquemia
1B Apds 90 minutos de isquemia mais
90 minutos de reperfusao
IC Apds 90 minutos de isquemia mais
180 minutos de reperfusao
Segmento Il 1A Apds 180 minutos de isquemia

11B Apds 180 minutos de isquemia mais
90 minutos de reperfusao

Para a técnica de TUNEL, se obtiveram cortes com 5um de
espessura das amostras C, IlA e IIB que foram montadas em
laminas silanizadas e submetidas a coloragéo histoquimica
segundo protocolo sugerido pelo fabricante (ApopTag® Plus
Peroxidase in situ, Chemicon International, USA and Canada).
Nesse processo os cortes foram desparafinizados por meio de
imersao em baterias de xilol, alcool absoluto, alcool 95%, élcool
70% seguida de lavagem em PBS (salina fosfatada tamponada).
Em seguida, as amostras foram tratadas com Proteinase K
(20pg/mL) a temperatura ambiente por oito minutos. Apos
lavagem em agua destilada, procedeu-se a inativagao da
peroxidase enddgena com solugdo de agua oxigenada a 3%.
Enxaguaram-se as laminas em PBS e depois se aplicou um
tampao de equilibrio do kit. As laminas foram incubadas a 37°C
com a enzima TdT (terminal deoxinucleotidil transferase) e
nucleotideos por trés horas em camara umida. A reagao foi
interrompida com tampao de parada do kit e procedeu-se a
incubacao com anticorpo conjugado em camara Umida por uma
hora. Apds lavagem em PBS, foi feita a aplicacdo de DAB
(diaminobenzidina) e agua oxigenada por quatro minutos a
temperatura ambiente para a revelacdo das marcagdes e em
seguida, a contra-coloracao com Verde de Metila.

Na segunda etapa, se obtiveram cortes histoldgicos de todas
as amostras com espessura de 5um, que foram corados pela
coloragao HE segundo técnicas de rotina (Luna 1968).

Analise morfométrica. A apoptose foi quantificada pela
morfometria utilizando-se imagens digitalizadas de campos
histoldgicos corados pela HE e pela técnica de TUNEL O ndmero
minimo representativo de campos microscopicos por amostra
para a quantificacdo da apoptose, foi determinado a partir da
contagem total de uma lamina. A contagem foi realizada com
objetiva planacromatica de 40 vezes, em 15 campos que
continham as estruturas alvo de estudo foram capturados. Do
total de campos capturados, formaram-se trés sub-amostras
com numero crescente de campos (5, 10 e 15) retirados
aleatoriamente com reposicdo. De cada grupo, calculou-se a
meédia aritmética e respectivos coeficientes de variagao (CV)
para cada tamanho amostral. A medida que o tamanho amostral
aumenta, espera-se que os CVs devam diminuir. Assim, o
tamanho da amostra considerada como minima representativa
é definida quando o incremento do nimero de campos nao
resulta em reducao consideravel no valor do coeficiente de
variagao, determinando, portanto, o numero minimo de campos
representativo (Sampaio 1998, Moro et al. 2004). Neste trabalho
este achado ocorreu apds a contagem de 10 campos para
laminas coradas em HE e de 5 para as submetidas a técnica de
TUNEL, como mostra o Quadro 2. Assim, para todas as demais
laminas, foram capturados dez campos histolégicos no aumento
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Quadro 2. Resultado da analise para determinagao do
numero minimo de campos representativos da mucosa
na coloracao HE e TUNEL

HE TUNEL
Campos CcVv Campos Ccv
5 0,21854 5 0,099732
10 0,23969 10 0,091783
15 0,22601 15 0,147302

de 400 vezes em cada tempo de cada animal para a avaliagao
das amostras coradas em HE e cinco campos para as amostras
coradas pela técnica de TUNEL em cada tempo de cada animal.
Os campos histoldgicos situados na regiao intermediaria do corte
histolodgico, isto é, envolvendo parte do corte no sentido luminal
e parte no sentido da submucosa foram selecionados, a critério
do observador, de maneira a apresentarem 50% de tecido
epitelial e 50% de tecido l1amina prépria.

Foram feitas as contagens das células em apoptose em cada
campo, nos diversos grupos e momentos. As células foram
consideradas como apoptdticas na coloragcdo de H&E quando
apresentavam, pelo menos, dois dos seguintes achados: 1)
Anoiquia (retracao celular com perda da adesao com as célu-
las adjacentes); 2) Condensacdo nuclear (cromatina
condensada as vezes permeando a parte superior da membra-
na nuclear exibindo figuras de “crescentes”; 3) Fragmentacao
nuclear; e 4) Formacéo de corpos apoptoticos. Para as laminas
coradas pela técnica de TUNEL foram consideradas apoptéticas
as células marcadas positivamente e que, além disso, possuis-
sem no minimo uma caracteristica morfoldgica de apoptose
entre as acima citadas. Na contagem das células, o tecido
epitelial e a lamina prépria foram avaliados separadamente.
Quantificaram-se as células apoptéticas usando um software
de analise de imagens (Kontron KS300, v.2.0).

A analise estatistica foi feita através da andlise de variancia
seguida do teste de Student-Newman-Keuls para comparagao
das médias em cada tempo. Para comparar a apoptose das
células epiteliais e da lamina propria no mesmo tempo utilizou-
se o test t de Student. Considerou-se P<0,05.

RESULTADOS

A ocorréncia de apoptose durante o processo de isquemia
e reperfusdo do célon menor foi evidente em todas as
amostras e tempos estudados. Secgdes histoldgicas, co-
radas com HE e TUNEL, exibiram imagens de células
retraidas, com halos claros ao redor, representando me-
nor adeséo entre elas, bem como condensacgdes citoplas-
maticas e nucleares (Fig.1 em HE, Fig.2 em TUNEL).
No segmento |, o0 numero de células apoptéticas no
epitélio somado ao numero de células apoptdticas na lami-
na propria (totais) aumentou em IA, em relacédo ao seg-
mento C (controle), diminuiu em IB e novamente se elevou
em IC. A apoptose ocorreu sempre mais intensamente na
lAmina prépria do que no epitélio. O numero de células
apoptoticas por campo histoldgico nao diferiu significativa-
mente entre o epitélio e a lamina prdpria, embora os valo-
res absolutos da apoptose tenham sido sempre maiores
na lamina prépria que no epitélio No segmento I, 0o nimero
de células apoptoticas totais aumentou em IIA em relagao
ao segmento C (controle), e diminuiu em IIB. (Fig.3 e 4).
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Fig.1. Mucosa de célon menor eqiiino submetido a isquemia e reperfusdo experimentais. C (Controle), IIA (apés 180 minutos de
isquemia) e IIB (apds 180 minutos de isquemia seguidos de 90 minutos de reperfuséo). Seta indica célula com morfologia de
apoptose. HE, 400x.

Fig.2. Mucosé de colon menor eq[]ino submetido a isquemia e reperfusdo experimentais: C (Controle), IIA (apdés 180 minutos de
isquemia) e IIB (apdés 180 minutos de isquemia seguidos de 90 minutos de reperfuséo). Seta indica célula positivamente
marcada. Coloracao pela técnica de TUNEL e contra-coloracao com Verde de Metila, 400x.
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Fig.5. Médias (+EPM) do indice apoptético total (epitélio mais
lamina prépria) determinado pela técnica de TUNEL na
mucosa do cdlon menor eqliino submetido a isquemia e
reperfusdo experimentais. Médias seguidas de letras dife-
rentes diferem estatisticamente entre si considerando
P<0,05.
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Fig.6. Médias (+EPM) do indice apoptético determinado pela
técnica de TUNEL nas células epiteliais e da lamina propria
da mucosa no célon menor eqiino submetido a isquemia e
reperfusdo. Médias seguidas de letras diferentes diferem
estatisticamente entre si. *Diferem entre si no mesmo tem-
po (P<0,05).

O resultado obtido pela técnica de TUNEL para os
segmentos C, IIA e IIB foi igual ao obtido pela coloracéo
HE (Fig.3 e 5, Fig.4 e 6) em relagéao a dindmica da apop-
tose observada. Houve elevacéo na isquemia e redugao
na reperfusdo, mantendo-se superior ao controle.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos pela coloracdo HE e pela técnica
de TUNEL foram considerados satisfatérios. O estudo da
apoptose pela coloragéo HE foi baseado exclusivamente
nas caracteristicas morfoldgicas das células. Na técnica
de TUNEL, indicada para detectar apoptose, considerou-
se a marcagao positiva das células associada a avalia-
cao da morfologia, 0 que aumenta a confiabilidade da
avaliacéo.

As amostras C, IIA e IIB foram coradas por ambas as
técnicas e a dindmica da apoptose encontrada por ambas
as coloragdes foi igual em relagdo ao total de células
apoptaticas presentes (Fig.1 e 3). Assim, o resultado ob-
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tido pela técnica de TUNEL valida o resultado encontrado
na coloracdo em HE e vice-versa.

Na literatura consultada foram encontrados estudos
da apoptose que utilizaram, entre outras técnicas, a téc-
nica de TUNEL (Noda et al. 1998, Ykeda et al. 1998, Cheng
& Tam 2000, Kojima et al. 2003, Hung et al. 2004, Hosaka
et al. 2005), a coloracdo em HE (Abreu 2003) ou a técnica
de TUNEL associada a coloragao HE (Coopersmith et al.
1999), estando de acordo com a metodologia emprega-
da neste trabalho. No entanto, a técnica de TUNEL quan-
do utilizada na maioria das vezes serviu apenas para ava-
liagédo qualitativa da apoptose (Noda et al. 1998, Ykeda et
al. 1998, Cheng & Tam 2000, Azuara et al. 2004, Hosaka
et al. 2005). Entretanto, como neste trabalho, também ja
foi utilizada a técnica de TUNEL para um estudo quantita-
tivo do numero de células apoptdticas por campo histold-
gico (Rowe et al. 2003, Hung et al. 2004, Luo et al. 2004).

A presenca de células apoptdticas no segmento con-
trole mostra que a apoptose esta presente em condi¢des
fisioldgicas e, provavelmente, envolvido nos mecanismos
de renovacgao da mucosa intestinal, uma vez que a apop-
tose de células intestinais constitui um importante meca-
nismo para a renovacgao celular e manutencao da funcao
e morfologia intestinal (Ramachandran et al. 2000).

Foi detectada apoptose tanto na isquemia quanto na
reperfusdo e esta observacao esta de acordo com varios
estudos em ratos mostrando que a injuria de isquemia e
reperfusao (I/R) é capaz de induzir a apoptose no intesti-
no (Noda et al. 1998, Ykeda et al. 1998, Azuara et al.
2004, Hung et al. 2004).

A apoptose aumentou significativamente apds 90 (1A)
ou 180 (IIA) minutos de isquemia, tendo sido equivalente
nesses dois segmentos. Ou seja, isquemia por 90 minu-
tos provocou a mesma intensidade de apoptose isquemia
por 180 minutos. Na literatura consultada nao foram en-
contrados trabalhos mostrando situacao semelhante. Da
mesma forma, ndo foram encontrados trabalhos sobre a
apoptose comparando sua ocorréncia no epitélio e na la-
mina propria separadamente como a metodologia deste
estudo.

Em estudo anterior, foi feita a avaliagdo histologica
destes segmentos intestinais e ficou demonstrado que a
lesdo apés 180 minutos de isquemia é mais intensa que
apos 90 minutos quanto a perda de mucosa, desprendi-
mento de epitélio, hemorragia e edema (Faleiros 1997).
Portanto, se a apoptose nesses segmentos é a mesma,
mas a lesdo é pior, tal resultado sugere haver um limite
para o desencadeamento da apoptose na mucosa do co6-
lon menor submetida a I/R (90 minutos de isquemia) e
ainda, que a agravagao da lesdo aos 180 minutos de
isquemia pode ter sido provocada por outro mecanismo
de morte celular, a necrose.

Os mecanismos pelos quais a apoptose se processa
nao estao totalmente definidos (Ramachandran et al. 2000)
mas aceita-se que, como mecanismo ativo de morte ce-
lular, ela s6 se processa na presenca de energia na for-
ma de ATP (Parolin & Reason 2001). Sendo assim, aven-



Apoptose no célon menor equino submetido a isquemia e reperfusdao experimentais 203

tou-se a hipotese que as células apoptoticas apds a
isquemia, tanto no segmento IA quanto no segmento IIA,
utilizaram-se das reservas energéticas disponiveis até
entdo. A partir do estimulo isquémico essas reservas ten-
deram a se exaurir, impedindo que a morte por um meca-
nismo ativo continuasse a aumentar e, dessa forma, nao
foi mais possivel, a partir de 90 minutos de isquemia as
células morrerem pela via da apoptose.

De todo modo, a apoptose em ambos os segmentos
pode ter contribuido para as lesdes observadas principal-
mente aquela relativa a perda de mucosa e desprendi-
mento de epitélio, uma vez que, em apoptose, a célula
perde adesao celular e se desprende.

Nas amostras IIA e 1IB a apoptose foi diferente entre
lamina prépria e epitélio. Para as amostras coradas pela
técnica de TUNEL, a apoptose no epitélio foi maior que
na lamina propria (Fig.7) sugerindo que células epiteliais
sa0 mais susceptiveis a apoptose em relacao as células
da lamina prépria. No entanto, essas mesmas amostras
coradas pela H&E mostraram mais apoptose na lamina
propria que no epitélio (Fig.5). Nao foi possivel determi-
nar as causas dessa variacdo, mas nao se descartou a
possibilidade de superestimagéo da apoptose no epitélio
das amostras coradas pela técnica de TUNEL, em funcéo
do numero de marcagdes falso positivas encontradas
neste tecido. Além disso, embora tenha sido utilizado o
critério morfoldgico, acredita-se que, durante a anadlise
morfométrica, possa ter havido uma valorizagéo da mar-
cacao TUNEL positiva em detrimento do critério morfolo-
gico.

ApOds a reperfusdo, duas situagdes ocorreram: 1) hou-
ve uma redugdo da apoptose apds 0s primeiros 90 minu-
tos de reperfusdo tanto no segmento sob 90 minutos de
isquemia (IB) quanto no segmento sob 180 minutos de
isquemia (IIB) tendo sido a apoptose equivalente em am-
bos os segmentos. Este achado sugere que também nos
momentos iniciais da reperfusdo ha um limite para o
desencadeamento da apoptose (primeiros 90 minutos).
Assim, hipotetizou-se que no inicio da reperfusao, as cé-
lulas estiveram restabelecendo sua reserva energética,
portanto, ndo dispunham de energia para conduzir a apop-
tose, um mecanismo ativo de morte celular. A medida que
aumentou o tempo de reperfusao, a célula passou a ter
mais energia e assim condicdes de intensificar a apopto-
se. A outra situacao observada apds a reperfusao; e 2) foi
que apds 180 minutos (IC), ou seja, a medida que se pro-
longou o tempo de reperfuséo, foi observado um agrava-
mento da apoptose, superior ao controle e a todos os ou-
tros tempos. Esta observagédo ndo era esperada.

Desse modo, esses achados indicam que a apoptose
diminui apds a reperfusao nos momentos iniciais dela e
tende a se elevar a medida que se prolonga o seu tempo.
Assim, péde-se concluir que ocorreram dois episddios de
apoptose: um provocado pela isquemia (I1A) e (Il1A) e ou-
tro pela reperfusao (IC).

Estes resultados ndo estao de acordo com os da lite-
ratura consultada. Foram encontrados trabalhos mostran-

do a situagao contraria, ou seja, a elevacao da apoptose
no inicio da reperfusao e sua redugéo a medida que au-
menta o tempo de reperfusao (Noda et. al. 1998, Hung et
al. 2004). Neste caso devem ser considerados os tempos
testados, e as diferencas entre as espécies objetos dos
estudos. De todo modo, Hung et al. (2004) também ob-
servaram diferencas quanto a expressao das moléculas
p53 e Bcl-2, reguladoras da apoptose conforme o periodo
de isquemia e os estégios inicial ou final de reperfuséo.
Noda et al. (1998) também fizeram consideragdes a res-
peito do periodo de isquemia e a fase de reperfusdo em
relacdo ao comportamento da apoptose. Para esses au-
tores, na isquemia e na fase inicial de reperfusdo haveria
estimulacao de fatores pro-apoptoticos, que diminuiram
nos estagios mais prolongados de reperfusdo. Ja na fase
tardia, haveria a redugao de fatores pro-apoptéticos e a
estimulacao de fatores teciduais reparadores. Sendo as-
sim, a presenca da apoptose parece estar sendo tomada
como um evento predominantemente maléfico. No en-
tanto, em relacdo aos resultados encontrados neste estu-
do cabem algumas consideragdes.

Quanto a elevacao da apoptose em IC deve-se consi-
derar principalmente o envolvimento de células da lamina
propria, visto que a apoptose neste tecido foi maior que
no epitélio.

No estudo anteriormente realizado por Faleiros (1997),
foi detectado aumento do infiltrado neutrofilico a partir da
reperfuséo, tendo este infiltrado sido equivalente nos seg-
mentos IB, IC e IIB. Portanto, acredita-se que 0 aumento
da apoptose em IC, deve-se a morte dos neutrdfilos que
infiltraram na mucosa a partir da reperfusao. E sendo as-
sim, a elevagao da apoptose em IC pode ser considerada
como episddio benéfico, pois indica resolugéo do proces-
so inflamatério desencadeado pela isquemia na medida
em que esta ocorrendo a morte de neutrdfilos.

Faleiros (1997), encontrou o aumento do infiltrado neu-
trofilico em IB em relacao a IA, no entanto, este infiltrado
nao aumentou em IC e 1IB. Assim, o aumento da apopto-
se em IC, se deve nao a morte de novos neutréfilos em
IC, mas sim a morte de neutréfilos velhos que foram re-
crutados no inicio da reperfusao, ou seja, em IB. Em rela-
¢ao a IC, devido a injuria ja ter sido ou esta sendo resolvi-
da, tanto a senilidade dos neutréfilos quanto a disponibili-
dade de energia intracelular em funcéo da reperfuséao,
favoreceram o aumento da apoptose, reforcando sua pre-
senga como um evento também benéfico na medida em
que envolve células inflamatérias

CONCLUSOES

Concluiu-se que a apoptose participa das lesdes na
mucosa do célon menor de equinos submetido a isquemia
e reperfusao.

Sua participagéo € maior na fase de isquemia e na
fase tardia da reperfusdo. Durante a isquemia ocorre o
primeiro episédio de apoptose, sendo que na tardia da
reperfusdo ocorre o segundo episddio de apoptose.

Uma vez que a dindmica da apoptose modifica-se con-
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forme a fase de isquemia e o estagio da reperfusao, é
importante avancar no conhecimento dos mecanismos
dessa variacao, a fim de definir o melhor momento para
uma abordagem terapéutica com vistas a apoptose nas
lesbes de isquemia e reperfusao no célon menor de equii-
nos.
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