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RESUMO

SANTOS, Tiago Marques dos. Efeitos Gastrointestinais e Sistémicos em Eqiiinos
Submetidos a Sobrecarga Dietética com Amido. 2007. 68p. Dissertacio (Mestrado em
Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2007.

Este trabalho teve como objetivo avaliar as alteragdes sist€émicas, da mucosa e contetido do
trato gastrointestinal de eqiiinos submetidos a sobrecarga dietética com amido. Foram
utilizados oito eqiiinos adultos castrados, com peso vivo médio de 364 kg, adaptados a dieta
composta por feno de Coastcross e concentrado, na propor¢ao de 60:40. Foi utilizado um
delineamento experimental com trés tratamentos: Tratamento I (Controle) (n=2), eutandsia
dos animais sem sobrecarga com amido; Tratamentos II (n=3) e III (n=3), animais submetidos
a sobrecarga com amido, com infusdo géstrica de 17,6 g amido/kg de peso corporal e
eutandsia apds 24 e 36 horas, respectivamente. Os eqiiinos foram submetidos a avalia¢des
clinicas, hematoldgicas e fisico-quimicas das fezes antes da sobrecarga e 2, 4, 8, 12, 16, 20,
24, 28, 32 e 36 horas pos-sobrecarga. Os animais apresentaram-se apaticos quatro horas apés
a sobrecarga permanecendo assim até o final da avaliagdo e apenas um animal apresentou
claudicacdo, 36 horas pés-sobrecarga. Nao houve diferenca (P>0,05) na freqiiéncia cardiaca,
freqiiéncia respiratdria, temperatura corporal e temperatura dos cascos. Houve aumento
(P<0,05) no volume globular e proteina plasmaética total, 24 horas pds-sobrecarga, variando
de 26,7 a 32,0% e de 7,1 e 8,1 g/dL, respectivamente. Houve diferenca (P<0,05) na
concentracao plasmatica de lactato no tempo zero, 20 e 28 horas pds-sobrecarga, com valores
de 0,7, 1,04 e 1,22 mmol/L, respectivamente. A concentracdo plasmdtica de endotoxinas ndao
ultrapassou 0,1000 EU/mL, podendo estar até mesmo ausente. O contetido do intestino grosso
nos eqiilinos submetidos a sobrecarga apresentou cor verde esbranquicada, aspecto leitoso,
com bolhas de gas e odor dcido. Nao houve diferenga (P>0,05) no teor de 4gua das fezes e do
conteddo da digesta, no entanto, o pH fecal reduziu ao longo de 36 horas pds-sobrecarga
(P<0,01), variando de 6,09 a 4,46. Houve redu¢ao na capacidade de tamponamento das fezes
nos eqiiinos submetidos a sobrecarga e, de forma similar, ocorreu no contetido do ceco-célon.
O colon dorsal direito, célon transverso e cOlon descendente foram os segmentos, com
excecdo do estbmago, que apresentaram a digesta com menores valores de pH, variando de
4,49 a 4,56. A histopatologia, a infiltracio de eosindfilos esteve presente na mucosa e
submucosa de todos os eqilinos, no entanto, somente em dois eqiiinos submetidos a
sobrecarga, observou-se leucocitoestase de neutréfilos e eosinéfilos, com predominancia de
neutréfilos no intestino grosso. As alteracdes circulatérias observadas no trato gastrointestinal
foram congestdo, edema e dilatacdo de vasos linfaticos, sendo mais evidentes na submucosa,
local de maior infiltracdo de células inflamatdérias nos eqiiinos submetidos a sobrecarga. A
mucosa dos segmentos do trato gastrointestinal dos eqiiinos eutanasiados 36 horas pos-
sobrecarga apresentou maior grau de imunorreatividade anti-mieloperoxidase, seguido dos
eqiiinos avaliados 24 horas pds-sobrecarga e dos eqiiinos do tratamento controle, variando de
2,7a4,0,1,0a3,7¢e 1,0 a2,5, respectivamente. A sobrecarga dietética com amido em eqiiinos
promove fermentagdo intensa no ceco-célon, predispondo ao aparecimento de distirbios
clinicos, alteragdes do conteido da digesta e lesdes de leve a moderada na mucosa e
submucosa do trato gastrointestinal dos eqiiinos, ap6s 36 horas da sobrecarga.

Palavras chave: abdomen agudo, eqiiinos, gastroenterologia.
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ABSTRACT

SANTOS, Tiago Marques dos. Gastrointestinal and Systemic Effects in Horses subject to
Overload Carbohydrate. 2007. 68p. Dissertation (Master Science in Veterinary Science).
Instituto de Veterindria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2007.

This work aimed to evaluate gastrointestinal and systemic disturbances, and mucosa and gut
contents of gastrointestinal tract of horses subjected to overload carbohydrate. Eight
crossbreed mature horses were used with body weight (BW) average of 364kg, geldings,
adapted to diet composed by grass hay and concentrate, in a 60:40 proportion. A complete
randomized design was used with horses allocated in three treatments. Treatment I: (Control)
(n=2) horses were slaughtered without overload carbohydrate; Treatment I (n=3) and III
(n=3), horses subjected to overload carbohydrate, with gastric infusion of 17.6 g starch/kg
BW, and slaughtered after 24 and 36 hours, respectively. Horses were subjected to clinical,
hematological and fecal evaluations before the overload and 2, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32 and
36 hours after overload. Four hours after overload horses became depressed and keeping until
the end of evaluation, and one horse presented lameness 36 hours after overload. Any
difference (P>0.05) were observed in heart rate, respiratory rate, body temperature and hoof
temperature. Increase in packed cell volume and plasma protein concentration were observed
24 hours after overload, varying from 26.7 to 32.0% and 7.1 to 8.1 g/dL, respectively
(P<0.05). Differences were observed (P<0.05) in plasmatic lactate concentration in zero, 20
and 28 hours after overload, with values of 0.7, 1.04 and 1.22 mmol/L, respectively. Plasma
endotoxin concentration didn't cross 0.1000 EU/mL and may be not present. There were any
difference (P>0.05) in fecal and digesta water content, however, fecal pH reduced along 36
hours post-overload (P <0.01), varying from 6.09 to 4.46. Content of large intestine in horses
subjected to overload presented whitish-green color, milk aspect, with gas bubbles and acid
odor. There weren’t difference (P>0.05) in water content of feces and digesta, however, fecal
pH reduced along 36 hours post-overload (P <0.01), varying from 6.09 to 4.46. Buffering
capacity of ceco-colon digesta and feces were reduced in horses subjected to overload. Right
dorsal colon, transverse colon and descendent colon were segments, except stomach, that
presented lower pH values, varying from 4.49 to 4.56. Eosinophils infiltration were presented
in mucosa and submucosa of all horses, however, only horses submitted to overload presented
neutrophils and eosinophils leucocitoestase with neutrophils predominance restricted to large
intestine. Tract gastrointestinal circulatory alterations observed were congestion, edema and
lymphatic vessels dilatation, more evident in submucosa, with larger inflammatory cells
infiltration in horses subjected to overload. Intestinal mucosa 36 hours after overload
presented larger degree of imunorreactivity anti-myeloperoxidase, followed by horses
evaluated at 24 hours after overload and control horses, varying from 2.7 to 4.0, 1.0 to 3.7 and
1.0 to 2.5, respectively. Overload carbohydrate in horses promoted intensive fermentation in
ceco-colon, predisposing clinical disturbances, digesta alterations and mucosa and submucosa
lesions at gastrointestinal tract of horses with light to moderate degree, 36 hours after
overload.

Key words: acute abdomen, equine, gastroenterology.
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1 INTRODUCAO

A pastagem sempre constituiu a alimentacdo natural dos eqiiinos, mas com a
manuten¢do desses animais em regime estabulado sem a disponibilidade de fontes de
forragem em quantidades suficientes, fez com que muitos animais recebessem uma oferta
maior de alimentos ricos em energia na dieta, resultando em risco de distirbios
gastrointestinais. Isto ocorre freqiientemente em cavalos atletas, os quais possuem uma
demanda energética muito alta para o melhor desempenho das atividades esportivas. Nessas
condic¢des, a ragdo concentrada pode chegar a contribuir com 70% da dieta, complementada
com 30% de alimento volumoso.

Eqiiinos alimentados com dietas ricas em carboidratos hidrolisdveis e, quando
manejados de forma incorreta, se tornam mais predispostos a desenvolverem uma série de
distirbios gastrointestinais como colicas, ulceras gastricas, impactacdes, tor¢ao de algas
intestinais, alteracdes na mucosa intestinal, diarréia e distdirbios sistémicos como acidose e
endotoxemia podendo levar a quadros de laminite.

Os carboidratos hidrolisdveis consumidos em grande quantidade ultrapassam a
capacidade de digestdo no intestino delgado, que é de cerca de 0,4% do peso corporal por
refeicdo (POTTER et al., 1992) e, grande parte desses carboidratos hidrolisdveis alcancam o
intestino grosso onde sao fermentados.

O processo fermentativo intenso dos carboidratos hidrolisdveis no intestino grosso dos
eqiinos, ao nivel, principalmente de ceco e cdlon, afeta a microbiota intestinal e,
conseqiientemente a concentragdo de produtos da fermentacdo microbiana como d4cidos
graxos volateis (AGVs) (acético, propidnico e butirico) e lactato levando a alteragdo do pH.
As condicdes dcidas no intestino grosso também podem iniciar vdrios efeitos secundarios
como irritagdo e dano na mucosa intestinal. Além disso, a queda do pH causa lise bacteriana
e, associado a isto, uma liberacdo de endotoxinas que podem ser absorvidas levando a quadros
de endotoxemia.

As endotoxinas consistem em complexos de lipopolissacarideos (LPS) e proteinas,
oriundos da membrana externa de bactérias gram-negativas (VALADAO, 2005). As
condi¢des de acidez no intestino grosso podem também levar o animal a um quadro de
acidose metabdlica. Qualquer um destes fatores, ou todos, podem conduzir a um quadro de
laminite.

Outro mecanismo implicado em mediar lesdes na mucosa do trato gastrointestinal em
desordens digestivas € a infiltracdo de granuldcitos, particularmente neutréfilos e eosinéfilos
juntamente com o estresse oxidativo com excessiva liberacdo de metabdlitos de oxigénio
reativo (ROMs). Associado a infiltragdo dessas células na mucosa e a liberacio dos ROMs, a
mensuracdo da atividade da mieloperoxidase (MPO), enzima liberada da degranulacdo de
neutrofilos e eosinofilos, tem sido usada como excelente marcador inflamatério em varias
espécies animais.

A sobrecarga dietética com amido € uma metodologia utilizada nos estudos sobre
laminite, o que ndo € objeto do presente estudo e sim, as alteragdes que ocorrem antes do
desenvolvimento desta patologia a fim de conhecer melhor os possiveis fatores
desencadeadores da laminite e, desta forma ser possivel sua prevengdo. Os eqiiinos utilizados
no presente estudo foram adaptados a dieta com niveis elevados de carboidratos hidrolisaveis
e somado a isto, a avalia¢do dos valores de pH, da capacidade de tamponamento do contetido
intestinal e avaliagdo imuno-histoquimica da mucosa em todos os segmentos do trato
gastrointestinal, torna o presente estudo pioneiro.



Este experimento teve como objetivo avaliar as alteragdes clinicas, hematoldgicas,
bioquimicas e fisico-quimica das fezes e conteudo do trato gastrointestinal de eqiiinos
submetidos a sobrecarga dietética com amido. Além disso, objetiva-se avaliar a integridade da
mucosa € submucosa, por meio de avaliacdo histopatoldgica e imuno-histoquimica, nos
segmentos do trato gastrointestinal de eqiiinos submetidos a sobrecarga dietética com amido
e, avaliados durante 36 horas.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Particularidades Anatomicas e Fisiologicas do Processo de Digestao nos Eqiiinos

A anatomia do trato gastrintestinal dos eqiiinos apresenta diversas particularidades
morfoldgicas que sdo importantes no entendimento dos processos fisiolégicos e patolégicos
desses animais. Os eqiiinos apresentam o estdmago pequeno com 8 a 20 litros, o intestino
delgado de tamanho moderado e o intestino grosso desenvolvido. O ceco do eqiiino tem
capacidade variando entre 16 e 68 litros (WHITE, 1990).

O processo de digestdo nos eqiiinos ocorre no estdmago, no intestino delgado e no
intestino grosso. A digestdo géstrica consiste na acdo de 4cidos e da pepsina que iniciam a
digestdo das proteinas. A digestdo no intestino delgado € constituida de uma fase luminal e
uma fase mucosa. A acdo das enzimas pancredticas e sais biliares propiciam a quebra inicial
dos carboidratos, lipidios e proteinas. Os carboidratos e as proteinas sofrem, ainda, a acao das
enzimas localizadas na borda escova dos enterdcitos na fase mucosa, transformando-se em
hexoses, aminodcidos e peptideos que sdo absorvidos pelas células por transporte ativo. A
digestdo no intestino grosso €, exclusivamente, resultado da acdo de enzimas microbianas, e
resulta na formagcdo de AGVs, sendo eles dcido acético, propidnico e butirico, € amdnia que
sao0 absorvidos por difusao passiva.

Os AGVs constituem uma importante fonte de energia para os herbivoros ndo
ruminantes (WHITE, 1990). A digestdo microbiana difere da digestdo enzimdtica ja que as
fontes por carboidratos fibrosos t€ém polimeros de glicose com as ligacdes beta, as quais ndo
sao desdobradas pelas enzimas dos mamiferos, mas sao rapidamente atacadas pelas enzimas
microbianas. Além disso, os produtos finais da digestdo microbiana dos carboidratos nao sao
as hexoses, mas os AGVs. Isso € necessdrio porque o colon do eqiiino adulto é incapaz de
absorver hexoses, mas pode facilmente absorver os AGVs, sendo utilizados como fonte de
energia pelo epitélio e tecidos corporais (DUKES, 1996).

O processo de digestdo do eqiiino ocorre em duas etapas, uma enzimatica, no intestino
delgado, denominada pré-cecal e uma microbiana, no intestino grosso, denominada pds-ileal,
0 consumo excessivo por carboidratos soliveis pode ultrapassar a capacidade digestiva da
por¢ao enzimatica, disponibilizando-os para a digestdo microbiana no ceco e célon, onde sao
rapidamente fermentados (ROBERTS, 1975). Esse processo de fermentacdo resulta na
producdo de altos niveis de AGVs levando a uma queda no pH, caracterizada pela presenca de
acido latico (ROWE et al., 1995).

2.2 Etiologia da Sobrecarga Dietética com Carboidratos em Eqiiinos

A acidose pode ocorrer em duas situagdes. Pode haver um aumento na quantidade de
graos na alimentac@o de animais ja adaptados a ingestdo por carboidratos soltiveis. Neste caso
a taxa de producdo de AGVs supera o sistema-tampao e diminui o pH do limen. Quando isso
ocorre, as bactérias que normalmente produzem AGVs sdo eliminadas e hd um aumento das
bactérias produtoras de 4cido litico que se desenvolvem em pH baixo. O 4cido latico €
pobremente absorvido a partir do conteido do célon e sua taxa de producdo aumentada
provoca aumento na pressdo osmotica causando lesdo a mucosa e resultando no fluxo
osmotico de dgua do sangue para o limen (DUKES, 1996).

Pode ocorrer também a introducdo brusca de grdaos na alimentagdo de animais nao
adaptados. Neste caso a producdo de dcido latico aumenta imediatamente porque as bactérias
que metabolizam o &4cido latico em AGVs ainda ndo estdo presentes. Como o 4cido ldtico €



um 4acido muito mais forte, ele doa seu fon hidrogénio para os AGVs levando a uma taxa
maior de absor¢cdo desses dcidos, o que vai promover a acidificagdo do intersticio e lesdo da
mucosa. Experimentalmente, conclui-se que um pH de 5,0 ou menos comeca a causar lesdo a
mucosa do célon (DUKES, 1996).

A acidose pode ocorrer primeiramente no estdmago e intestino delgado, sendo similar
a acidose nos bovinos. No entanto, o conteido cecal e coldnico dos eqiiinos ndo entra em
contato com a saliva como acontece com o conteido ruminal, o que torna os eqiiinos mais
suscetiveis ao acimulo de &cidos produzidos pela rdpida fermentacdo por carboidratos
soluveis. Esse quadro de acidose, tanto estomacal quanto intestinal, pode resultar em morte
devido a distensdo géstrica e ao choque (WHITE, 1990).

A regulacdo do pH luminal, pelos sistemas-tampao, € um dos mais importantes
mecanismos na preservacao da fung¢do normal do intestino grosso. Os principais sistemas-
tampao que operam no intestino grosso sdo os tampdes bicarbonato (HCOs3) e fosfato (POy).
Em relagdo ao HCOs3, uma substancial quantidade € liberada pelo pancreas no duodeno e, no
eqiiino, uma parte contribui para a capacidade de neutralizagdo dos contetidos do intestino
grosso. Além disso, o fleo é capaz de secretar HCO3 de modo que o contetdo liberado para o
ceco possui uma grande quantidade desse tampao. Além da neutraliza¢do pelo conteido do
ileo, o intestino grosso também € capaz de secretar HCOj3;, porém em menor quantidade
(DUKES, 1996).

Além dos tampdes HCOs, o PO4 também pode contribuir para a neutralizagdo dos
conteddos intestinais. No ruminante, grandes quantidades de PO, sdo secretadas na saliva,
mas em ndo-ruminantes a origem do PO, intestinal ¢ primariamente a dieta. O fosfato é
fracamente absorvido pelo intestino, portanto, a medida que o liquido € progressivamente
absorvido, a concentracdo de PO, aumenta nos conteidos do limen (DUKES, 1996).

Virios estudos tém sido conduzidos para avaliar os efeitos da ingestdo de graos na
microbiota do trato gastrointestinal de eqiiinos. Em um estudo utilizando cavalos fistulados no
ceco alimentados duas vezes ao dia, os efeitos de uma dieta com 100% de grao foram
comparados aos efeitos de uma dieta composta exclusivamente de feno apds um periodo de
trés dias para adaptacdo a dieta. O pH do conteddo cecal diminuiu 4, 5 e 6 horas apds a
ingestdo de 6 kg de racdo concentrada com pH médio variando de 6,12 a 6,43 comparado a
cavalos alimentados com 8 kg de feno de graminea misturado a leguminosa com pH médio
variando de 6,87 a 6,92. O melago também produziu uma diminui¢do na percentagem molar
de acetato e um aumento na percentagem molar de propionato e lactato no contetido cecal. As
variagdes produzidas pela dieta foram interpretadas como o resultado das variacdes no
nimero e atividade dos microorganismos gastrointestinais (WILLARD et al., 1977).

Em outro estudo, Garner et al. (1978) utilizando cavalos com fistula cecal, 17,6 g/kg
de peso corporal de uma dieta rica em carboidratos hidrolisdveis, com 85% de amido de milho
e 15% de farinha de celulose administrada via sonda nasogastrica, produziu alteracdes
significativas na microbiota e pH cecal. Houve um aumento significativo no nimero de
Lactobacillus sp. e uma significativa diminui¢ao nas Enterobacteriaceae sp., € Streptococcus
sp. e, no pH, oito horas apés a administracio por carboidratos. As 24 horas apés a
administracdo de carboidratos, o nimero de Lactobacillus sp. aumentou ainda mais enquanto
que o numero de Enterobacteriaceae sp. e o pH do contetido cecal continuaram diminuindo.

Nesse mesmo estudo os autores observaram um aumento na concentragdo de
endotoxinas livre no contetido cecal dentro de 3 horas que permaneceu até as 12 horas apds a
sobrecarga por carboidratos. Esta alteracdo na concentracdo de endotoxinas livre no contetido
cecal estd em acordo com a diminuicdo significativa na populagdo de bactérias gram-
negativas de 8 a 24 horas apds a sobrecarga por carboidratos.

As endotoxinas permanecem intimamente associadas a membrana externa das
bactérias e sdo liberadas quando ocorre replicacdo bacteriana rdpida, lise ou morte dos
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microrganismos sendo os componentes principais do choque séptico/endotéxico. Suspeita-se
que as endotoxinas t€m sido importantes nas caracteristicas patofisiolégicas dos principais
problemas eqiiinos incluindo coélica, diarréia, trauma e doengas hepaticas (MOORE et al.,
1979).

Estudos realizados por De Fombelle et al. (2001) com pdneis fistulados no ceco e
cOlon ventral direito objetivou a comparacdo de uma dieta exclusiva de feno com uma dieta
composta por feno e cevada, na propor¢do de 70:30 e 50:50, fornecida duas vezes ao dia,
revelou que a incorporagao abrupta de cevada produziu um aumento no nimero de bactérias
anaerdbicas como Lactobacillus sp. e Streptococcus sp. 29 horas apds a alimentagdo. Um
aumento na concentracdo de lactato e diminui¢do na relacdo acetato+butirato/propionato foi
também observado, a qual ndo foi seguida por uma variacdo significativa no pH. Algumas
dessas variagOes ja estavam presentes 5 horas apds a incorporagcdo de cevada a dieta. Neste
estudo, a quantidade de amido fornecido por refeicao nio excedeu 2,3 g/kg de peso corporal,
abaixo do limite de 4 g/kg de peso corporal recomendado para prevenir distirbios digestivos.

Julliand et al. (2001) utilizaram os mesmos animais e dietas do experimento anterior e
observaram variacOes na microbiota do intestino grosso produzida por ingestdo de graos
também apdés um periodo de 14 dias de adaptacdo as dietas. O nimero de bactérias que
utilizam lactato, Lactobacillus sp. e Estreptococcus sp. no ceco e cdlon aumentou enquanto o
namero de bactérias celuloliticas diminuiu. Apesar da concentra¢do de AGVs nao ter alterado,
a relacdo (acetato+butirato)/propionato e pH diminuiu quando o grao foi fornecido.

Em cavalos que pastejam, o pH do intestino grosso varia de 6,4 a 6,7 e sua queda esté
associado as condicoes clinicas como diarréia osmdtica, crescimento exagerado de populacao
bacteriana indesejdvel e lise de populagdo bacteriana desejdvel, aumentando o risco de
endotoxemia e laminites (BAILEY et al., 2003).

2.3 Distarbios Sistéemicos em Eqiiinos Submetidos a Sobrecarga Dietética por
Carboidratos

Animais submetidos a uma sobrecarga por carboidratos apresentam uma série de
distirbios sistémicos resultantes das alteracdes na microbiota intestinal, levando a uma
diminui¢do do pH ao nivel de ceco e cdlon e, conseqiientemente acidose metabdlica, cdlica,
diarréia, desidratacdo, taquicardia, taquipnéia, endotoxemia e até quadro de laminite.

Em um estudo realizado por Garner et al. (1975), 12 eqiiinos foram submetidos a 17,6
g de Amido de aveia’/kg de peso corporal administrada via sonda nasogastrica e
desenvolveram diversos distirbios sistémicos e quadro de laminite em 11 dos 12 animais
experimentais. O volume globular, contagem global de leucécitos e proteina plasmatica total
aumentaram significativamente em 24 e 40 horas apds a administracdo da sopa de aveia.
Houve também um aumento na pressdo arterial sistdlica e diastélica, diminui¢do na pressao
venosa central, aumento na freqiiéncia cardiaca e temperatura retal dentro das 56 horas do
periodo experimental.

Moore et al. (1979) utilizaram cavalos fistulados no ceco, infundiram 17,6 g/kg de
peso corporal de uma dieta rica em carboidratos hidrolisaveis (85% de amido de milho e 15%
de farinha de celulose) administrada via sonda nasogéstrica e observaram uma diminui¢ao do
pH cecal trés horas apds a sobrecarga por carboidratos alcangando menor valor 12 horas ap6s
um aumento na concentragdo sanguinea de lactato, 6 e 18 horas apds a sobrecarga por
carboidratos. Houve também alteracdes no ambiente intracecal, alcalose metabdlica seguida
por uma tendéncia a acidose metabolica. A acidose foi devido primariamente ao acimulo de
dcido latico.

Existem dois isdmeros de 4cido latico produzidos em iguais proporc¢des pelas bactérias
intestinais, o L-Lactato e o D-Lactato, no entanto, somente o L-Lactato é produzido pelos



tecidos e pode ser encontrado em niveis elevados no sangue durante exercicios ou em resposta
a dor ou ao estresse. Nao existe D-Lactato no sangue, a menos que haja um acimulo
significativo de 4cido latico no intestino. Por essa razao, a presenga de D-Lactato no sangue é
um 6timo indicador de um processo anormal de digestdo/fermentacdo e de condi¢des muito
acidas no intestino grosso, devendo ser controlado durante a fermentacdo dos carboidratos
como forma de preveng¢do de acidez excessiva (ROWE et al., 1995).

Pollitt & Davies (1998) utilizaram eqiiinos induzidos a sobrecarga por farinha de trigo
via sonda nasogdstrica na propor¢do de 17,5 g/kg de peso corporal e observaram uma série de
alteracdes clinicas. Nos cavalos positivos para laminite o aumento e diminuicdo na
temperatura dos cascos foram sincronizados. Antes da inducdo, as temperaturas dos cascos
foram proximas a temperatura ambiente, mas aumentou em todos os cascos de 4 a 15 horas
ap6s a administracdo por carboidratos. As temperaturas dos cascos permaneceram elevadas
em todo o periodo experimental, exceto por um periodo de baixa temperatura que
correspondeu ao aumento inicial na temperatura central. Durante as primeiras 24 horas, as
temperaturas dos cascos aumentaram gradualmente, de 13,63%+1,0°C para 24,97+1,62°C,
seguida de nitida diminui¢do. A temperatura média dos cascos dos animais negativos a
laminite foi de 16,36+0,87°C, o que diferiu significativamente dos animais do grupo controle
com 12,2340,41°C 28 horas apds a sobrecarga por carboidratos. Com relagcdo a temperatura
corporal, os animais do grupo controle apresentaram temperatura corporal média de
37,27+0,22°C, e permaneceu na normalidade durante as 48 horas do periodo experimental. Ja
0s animais positivos e negativos a laminites, ambos submetidos a sobrecarga, houve uma
rapida elevagdo na temperatura corporal entre 8 e 20 horas apds a sobrecarga por carboidratos.

Os eqiiinos com dor devido a uma obstrucdo ou deslocamento apresentam,
freqlientemente, uma elevacao ligeira na temperatura devido ao esforco fisico. Esta elevacao,
geralmente, ndo ultrapassa os 38,6°C, mas pode estar mais elevada nos casos de desidratacao
que dificulta a perda de calor. Nos casos de endotoxemia ou quando ha envolvimento de
agente infeccioso, a temperatura encontra-se acima de 39°C (WHITE, 1990).

Ainda em relacdo ao estudo de Pollitt & Davies (1998), a freqiiéncia cardiaca dos
animais do grupo controle permaneceu normal durante as 48 horas do periodo experimental,
diferentemente dos animais positivos a laminite, os quais todos tiveram aumento na
freqiiéncia cardiaca enquanto que somente quatro dos animais negativos para laminite tiveram
aumento. O eqiiino normalmente apresenta freqiiéncia cardiaca inferior a 40 batimentos por
minuto (bpm) de acordo com Radostits (2002), mas € alterada em casos de dor, variagdes no
volume vascular e na resposta cardiovascular a endotoxemia. Segundo Mair et al. (2003)
independentemente da dor, a desidratacdo e o choque hipovolémico tendem a aumentar a
freqiiéncia cardiaca, e animais com freqii€ncia acima de 80 bpm apresentam severo
comprometimento cardiovascular.

Segundo Pollitt & Davies (1998) ndo houve alteracdes clinicas em qualquer um dos
animais positivos e negativos a laminite de 8 a 16 horas ap6s a sobrecarga por carboidratos. O
primeiro sinal clinico de alteracdo observado foi na motilidade intestinal, na freqiiéncia e no
volume dos sons ileocecais. As 8 horas, a maioria dos animais teve sons fortes e muito
freqiientes, porém entre 16 e 24 horas os sons ileocecais desapareceram e na maioria dos
cavalos os sons permaneceram ausentes até por volta de 40 horas. Todos os animais
submetidos a sobrecarga por carboidratos tiveram auséncia de sons intestinais durante algum
estdgio das 48 horas do periodo experimental. Além de uma diminuicdo no apetite e na
ingestdo de 4gua, todos os animais submetidos a sobrecarga também tiveram depressao,
aumento no tempo de preenchimento capilar (TPC) e diarréia. O pulso digital pronunciado foi
detectado na maioria dos animais entre 24 e 32 horas, desaparecendo usualmente apds este
tempo.



De modo geral, eqiiinos desidratados apresentam mucosas secas embora o TPC e a
coloracdo sejam normais. J4 animais com alteracdo na funcdo cardiovascular apresentam
mucosas palidas e ressecadas, com o TPC retardado (> 2 segundos). Os eqiiinos com quadros
de endotoxemia freqiientemente apresentam mucosas de coloracdo vermelho brilhante com
TPC normal ou retardado de acordo com Radostits (2002), resultado de uma hipotensao
vascular sist€émica (MEYERS, 1982) e a medida que a enfermidade se agrava, a mucosa
desenvolve uma tonalidade azulada apresentando a chamada linha téxica.

A avaliacdo dos parametros sanguineos e bioquimicos em eqiiinos com alteragdes
gastrointestinais € uma ferramenta que complementa a avalia¢do clinica na identificacao de
casos de desidratacdo, septicemia, infec¢cdes e podem sugerir um diagnéstico e o progndstico.

Segundo Radostits (2002) em casos de desidratacao, a avaliacdo do volume globular e
a concentracdo de proteina plasmadtica total sdo fundamentais, juntamente com a avaliacdo das
mucosas oral e ocular e do grau de elasticidade da pele, para confirmac¢ao do quadro clinico.

A avaliagdo do leucograma (leucometria global, andlise diferencial e morfologia
leucocitaria) fornece dados laboratoriais extremamente tteis, quando considerados em
conjunto com a histéria clinica e achados fisicos. Segundo Mair et al. (2003) a leucopenia
com valores menores que 6x10°/1, em especial devido 2 neutropenia é uma caracteristica de
enfermidades hiperagudas/agudas, como por exemplo, a isquemia intestinal, peritonite e
salmonelose. Em casos de endotoxemia observa-se leucopenia com desvio a esquerda
(RADOSTITS, 2002), podendo o nimero de leucdcitos reduzir para 2 a 3x10°/L, com
neutropenia bem pronunciada. No caso de processos inflamatérios agudos pode-se observar
um quadro de leucocitose. A leucocitose reativa, em geral, se caracteriza por neotrofilia com
desvio a esquerda nos casos agudos e monocitose nos casos cronicos.

A tensdo e dor da codlica grave aguda em cavalos frequentemente resultam em
hiperglicemia com elevagdes da glicemia superiores a 250 mg/dL e, estdo associadas a
progndstico sombrio, em tais casos. Em casos iniciais de endotoxemia, os valores de glicose
sangiiinea resultam em hiperglicemia transitéria que pode ser seguida por uma marcante
hipoglicemia (SMITH, 1993).

2.4 Processo Inflamatério no Trato Gastrointestinal de Eqiiinos

Os eqiiinos que sdao submetidos a uma sobrecarga por carboidratos, desenvolvem, com
freqiiéncia, um processo inflamatério na mucosa cecal e também do c6lon. Um dos principais
mecanismos de destruicao tecidual € o estresse oxidativo com excessiva liberacio de ROMs
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989; McCORD, 2000). Os ROMs sdo o mesmo que
espécies de oxigénio reduzidas, podendo ter um papel importante na mediacdo de injdrias
celulares associadas com doenca gastrintestinal. Embora todas as células possuam enzimas
antioxidantes e varredores para proteger contra esses metabolitos, a taxa de producdo de
ROMs pode exceder a capacidade das defesas antioxidantes, resultando assim em substancial
dano tecidual. O intestino delgado e grosso possuem capacidade de produzir grande
quantidade de ROMs e oxidantes clorados. As oxidases encontradas em células fagociticas
residentes, endotélio microvascular, mucosa epitelial parece ser a principal fonte de ROMs
nos intestinos (GRISHAM & GRANGER, 1988).

Muitas reagdes biologicas envolvem a oxidacao de substratos em que o elétron aceptor
€ a molécula de oxigénio (O;). Esses tipos de reacdes sdo catalisados por um grupo de
metaloproteinases chamadas oxidases. Aproximadamente 90% de todo o O, consumido por
células de mamiferos € cataliticamente reduzido por quatro elétrons para formar duas
moléculas de H,O por citocromo oxidase. O oxigénio também pode ser reduzido por menos
que quatro elétrons por certas oxidases para formar particularmente espécies de O, reduzido
também chamados radicais de oxigénio ou ROMs (GRISHAM & McCORD, 1986).



Segundo Grisham & Granger (1988), a reducdo univalente do O, produz o radical
anion superdxido (O;). Se conhece vérias enzimas que produzem O, diretamente ou
indiretamente como um produto de reagdes. Estas incluem xantina oxidase (XO), aldeido
oxidase (AO), e NADPH oxidase. Os leucdcitos fagociticos, neutréfilos, eosindfilos e
macréfagos contém a NADPH oxidase que permite a produgdo de grande quantidade de O,
considerando que certos tecidos tais como a mucosa gastrintestinal contém grande quantidade
de outras oxidases (GRISHAM & GRANGER, 1988). De acordo com Klebanoff (1992), a
toxicidade celular de O, € usualmente atribuida ao seu papel como precursor de mais espécies
de oxigénio reativo, dentre eles HO, e OH'. Devido a formacdo de O, ser sempre
acompanhada pela produ¢do de H,O,, hd sempre uma possibilidade para formacdo de OH"
catalisada por metal. Muitas investigacdes tém atribuido a toxicidade combinada de O, e
H,0; para a formagdo de OH'.

Numerosos estudos in vitro e in vivo t€ém mostrado convincentemente que ROMs sao
capazes de causar, diretamente, danos reversiveis e irreversiveis para qualquer biomolécula
oxidavel. Conseqiientemente, eles estdo sendo implicados em danos teciduais e celulares de
praticamente todas as doengas (VLESSIS et al., 1995; ROBBERECHT, 2000).

Células inflamatorias, particularmente granuldcitos fagociticos, representam um papel
importante na patofisiologia de mucosas em casos de colites (GRANGER & RUTILI, 1988;
WEISS, 1989; VERSPAGET et al., 1991; WARDLE et al., 1993). Grandes nimeros dessas
células sdo observados em exames histopatoldgicos de humanos e animais em casos de colites
(CORDES et al., 1986; ROONEY et al., 1966).

A ativagdo de leucécitos PMN por estimulos endégenos (fragmentos complementares,
citocinas, etc) ou por microrganismos patogénicos € seguida pela ativacio de NADPH
oxidase. A atividade desta enzima de membrana lidera o aumento do consumo de oxigénio
(uma explosdo respiratéria) e € responsavel pela produgdo de O, o radical livre precursor de
uma série de formas ativadas de oxigé€nio. A estimulacio de PMN também leva a
degranulacdo, onde os conteidos dos granulos sdo liberados no meio extracelular. Estes
produtos incluem a enzima MPO, liberada dos granulos primarios (CLARK, 1983).

A MPO possui dois tipos de atividades enzimadticas: uma atividade de peroxidase
usando H,O, e atividade de cloragao usando CI. Por estas atividades, a MPO catalisa a
producdo de acido hipoclorito (HOCI) um potente oxidante. HOCL e outras espécies ativadas
de oxigénio contribuem para destrui¢ao bacteriana dentro do fagolisossoma (KLEBANOF &
HAMON, 1972; CLARK, 1983), mas também pode levar a danos celulares e teciduais
quando estas substancias sdo liberadas no meio extracelular seguido da ativacdo massiva de
PMN, como pode ser visto durante certos processos patolégicos caracterizados por uma
reacdo inflamatoéria aguda (WEISS, 1989; FUJISHIMA & AIKAWA, 1995).

Segundo Teather & Cuthbert (1997), produtos de ativagdo celular, em particular
ROMs, estimulam direta ou indiretamente respostas secretérias em tecidos e células
intestinais. Entdo, esses produtos podem aumentar o sinal inflamatdrio ou ter efeito em outras
células designadas no intestino, como em enterdcitos e células de musculo liso.

O quadro histolégico de colite aguda em muitas espécies é marcado pela presenga de
células inflamatdrias, particularmente neutréfilos e eosindfilos em colites associada a
condig¢des alérgicas ou associada a helmintos de acordo com (LABO et al., 1983).

Eosinéfilos sdo comumente observados na mucosa e submucosa intestinal de eqiiinos
sob condi¢des normal e inflamatéria (MESCHTER et al., 1986). Pode ser que produtos
liberados apds a ativacdo de eosindfilos, em particular, substancias quimiotdxicas para
neutréfilos, como ROMs e leucotrienos, sejam responsdveis pela infiltracdo neutrofilica
observada em pdneis tratados com 6leo de ricino (ROBERTS et al., 1989; JOHNSON et al.,
1993).



De acordo com McConnico et al. (1999), alteragdes histopatoldgicas sao mais severas
em poneis apresentando grande numero de células inflamatorias infiltradas na mucosa e
submucosa, principalmente eosindfilos, nas primeiras 24 horas em um modelo de colite aguda
induzida por 6leo de ricino. Tal estudo demonstra uma correlagdo positiva entre a atividade da
MPO e a infiltracdo de granuldcitos na mucosa e submucosa do intestino. A atividade da
MPO ¢ maior em tecido inflamado comparado a um tecido normal. Isto estd de acordo com
estudos de colite induzida por dcido acético em ratos em que ha um aumento na atividade da
MPO nas primeiras 12 horas, embora o granuldcito predominante no tecido fosse o neutréfilo
(KIM & BERSTAD, 1992).

Segundo Grisham et al. (1990), a MPO foi mensurada como um indice quantitativo de
infiltracdo de granulécitos nos tecidos, predominantemente eosindfilos, sendo também
reportado por (McCONNICO et al., 1999), que observaram maior atividade da MPO em
tecido do intestino grosso de poneis com colite aguda induzida por 6leo de ricino comparado
com animais do grupo controle.

McConnico et al. (2002), em experimento com 6leo de ricino induziu colite aguda em
eqiiino e observou que houve o aumento gradual da atividade da MPO até 12 horas apds a
administracao intracecal de dleo de ricino com a diminuicdo dos valores até 24 horas apos.
Este periodo de aumento da atividade intestinal da MPO correspondeu com a apresentacdo de
sinais clinicos adversos, incluindo hemoconcentracdo, diarréia aquosa profusa e outros sinais
compativeis com endotoxemia intestinal, sendo consistente com o padrdo clinico reportado
por ROBERTS et al. (1989).

A determinacdo da atividade da MPO tém sido usada extensivamente em outras
espécies, além de eqiiinos, para indicar ou sugerir o envolvimento de fagdcitos em respostas
secretorias de tecidos inflamados, liberacdo de ROMs e de eicosandides (BERSCHNEIDER
& POWELL, 1992; PERDUE & MCKAY, 1994).



3 MATERIAL E METODOS
3.1 Animais e Manejo Alimentar

O experimento foi conduzido no Projeto Sanidade Animal EMBRAPA/UFRRJ, no
periodo de outubro a dezembro de 2006. Foram utilizados oito eqiiinos mesticos adultos, com
peso vivo variando de 335 a 393 kg, castrados e idade variando de 17 a 27 anos.

No periodo pré-experimental, os eqiiinos foram submetidos a imunizacao contra raiva,
vermifugacdo, pulverizacdo contra ectoparasitos. Os animais foram mantidos a pasto,
recebendo uma dieta composta por ragdo concentrada comercial em quantidade equivalente a
0,5% do peso vivo e, feno de capim Coastcross, em quantidade equivalente a 1% do peso
vivo, fornecida duas vezes ao dia, as 07:00 e 17:00 horas, acrescidas de sal mineral e dgua ad
libitum, por um periodo de 60 dias, para recuperagao do escore corporal dos eqiiinos.

Durante o periodo experimental, os eqiiinos formam mantidos exclusivamente em
baias de 3m x 3m de alvenaria, com cochos separados para racdo e dgua. A média das
temperaturas minima e méixima nos dias experimentais foi de 21,6 e 31,2°C. Os animais
foram alimentados durante 15 dias com dieta experimental composta por feno de capim
Coastcross e ragdo concentrada comercial, na propor¢do de 60:40, equivalente a 2,5% do peso
vivo, baseado na matéria seca, segundo recomendagdes do National Research Council (1989).
A dieta foi dividida em quatro refei¢Oes didrias, intercaladas com o alimento volumoso e a
racdo concentrada, as 6:00, 11:00, 16:00 e 21:00 horas.

A composi¢do bromatoldgica do feno de capim Coastcross e da ragdo concentrada
comercial com os teores de matéria seca (MS), matéria organica (MO), proteina bruta (PB),
estrato etéreo (EE), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente dcido (FDA),
lignina (LIG), energia bruta (EB) e carboidratos hidrolisaveis (CHOp) esta citada na Tabela 1.

Tabela 1. Composi¢ao bromatoldgica, expressa na base da matéria seca, do feno de capim
Coastcross e ragao comercial.

MS MO PB EE FDN FDA LIG EB CHOy

Alimento %) (%) (%) (%) (%) (%) (%) Mcal/Kg (%)

Feno de Coastcross 88,4 93,8 11,9 1,26 67,21 31,44 243 3,49 1,96
Racdo Comercial 88,7 82,8 11,1 3,73 44777 18,44 1,57 3,45 37,34

3.2 Tratamentos e Delineamento Experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés tratamentos e oito
eqiiinos, sendo o animal a unidade experimental. Os tratamentos foram: Tratamento I (n = 2),
animais alimentados com dieta controle composta por ra¢do concentrada e feno de Coastcross
e eutandsia sem sobrecarga com amido; Tratamento II (n = 3), animais alimentados com dieta
controle submetidos a sobrecarga dietética com amido e eutandsia apds 24 horas; Tratamento
III (n = 3) animais alimentados com dieta controle submetidos a sobrecarga dietética com
amido e eutandsia apds 36 horas.
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3.3 Sobrecarga Dietética com Amido

A sobrecarga dietética com amido foi realizada nos animais em jejum de 12 horas, dos
tratamentos II e III, utilizando amido de milho' na propor¢do de 17,6 g amido/kg de peso
corporal diluido em 4gua e, administrado através de sonda nasogdstrica conforme
metodologia descrita por Garner et al. (1975), Garner et al. (1977), Krueger et al. (1986) e
Weiss et al. (1994). A dilui¢do do amido de milho foi na propor¢do de 757g de amido por litro
de dgua. A inducdo ocorreu durante uma hora, em trés etapas, com a administracao de 1/3 do
amido de milho diluido em 4gua em cada etapa. A sonda nasogdstrica foi previamente
lubrificada e a infusdo géstrica do amido realizada por gravidade, de forma lenta, para evitar
estresse ao animal. A infusdo do amido, via sonda nasogdstrica, estd ilustrada na Figura 1.

—— ———

Figura 1. Sobrecarga por carboidratos utilizando amido administrado através de sonda
nasogadstrica (a) e animal com a sonda ao final da inducao (b).

3.4 Avaliacao Clinica e Coleta de Amostras de Sangue e Fezes

Durante o periodo experimental, os animais dos tratamentos II e II foram
acompanhados por avaliacdes clinicas, hematoldgicas e bioquimicas antes da indugdo e 2, 4,
8, 12, 16, 20, 24, 28, 32 e 36 horas apds a sobrecarga dietética com amido, até a eutandsia. O
acompanhamento clinico dos animais foi realizado através da auscultacdo da freqiiéncia
cardiaca, da freqiiéncia respiratéria e da motilidade intestinal, afericdo da temperatura retal,
do tempo de preenchimento capilar, avaliagdo do aspecto das mucosas oral e ocular, pulso da
artéria digital superficial, aspecto das fezes, comportamento do animal, apetite (ausente ou
presente) e estado de hidratagdo. O quadro de hidratac@o foi avaliado através da elasticidade
da prega cutinea, aspectos das mucosas oral e ocular e acompanhamento hematoldgico. A
afericao da temperatura dos cascos foi feita utilizando termdometro a laser” (Figura 2).

! Maizena - Duryea®
* MiniTemp MT4 Raytek

11




Figura 2. Aferi¢do da temperatura superficial do casco utilizando termometro a laser.

As amostras de sangue para hematologia foram coletadas, da veia jugular, nos
momentos de avaliacdo clinica mencionados anteriormente, em tubos vacutainer com
anticoagulante (EDTA) e refrigeradas a 4 a 8°C. Para avaliagdo da bioquimica sangiiinea, as
amostras de sangue foram coletadas em tubos vacutainer contendo fluoreto de sdédio,
centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos. O plasma foi retirado usando pipeta automatica de 1
mL, armazenado em Eppendorfs de 1,5 mL devidamente identificados e armazenados a -
20°C. Para quantificacdo de endotoxinas, amostras com cerca de 9 mL de sangue foram
coletadas da veia jugular, em tubos vacutainer sem anticoagulante, centrifugadas a 1500 rpm
por 15 minutos, e o soro acondicionado em Eppendorfs, identificados e armazenados a -20°C.

Durantes as avalia¢des clinicas, amostras de fezes foram coletadas da ampola retal de
cada animal, em sacos plésticos, para avaliacdo imediata do pH e da capacidade tampao. Para
analise do teor de matéria seca nas fezes, as amostras fecais foram armazenadas a -20 °C.

3.5 Eutanasia e Necropsia

O procedimento de eutandsia dos animais foi realizado com sedagdo prévia com
acepromazina 1% (Acepram®), na dose de 0,2 mg/kg de peso vivo, seguida de administracao
intravenosa rapida de tiopental sédico, na dose de 8,2 mg/kg de peso vivo, até anestesia geral
profunda e, por fim, administracdo intravenosa de solucdo de cloreto de potéssio a 30% até a
parada cérdio-respiratdria, metodologia adaptada da descrita por Oliveira et al. (2002). As
eutandsias ocorreram apos 24 ou 36 horas da sobrecarga dietética com amido, dos animais dos
tratamentos Il e III, respectivamente. Imediatamente apds a eutandsia, os segmentos
intestinais foram separados e amostras do conteido de cada segmento foram coletadas em
sacos pldsticos para determinagdo imediata do pH e da capacidade tampdo. As amostras do
conteddo intestinal foram armazenadas a -20 °C, para estimativa do teor de dgua.

Em cada segmento do trato gastrointestinal foram coletados dois fragmentos, sendo
um imediatamente armazenado em solu¢do de formol 20%, tamponado com carbonato de
cdlcio, para avaliacdo histopatoldgica e o outro, previamente lavado em dgua corrente para
retirar o excesso de conteudo, armazenado em solugdo de formol 10% tamponado, para
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avaliagdo imuno-histoquimica. As coletas dos fragmentos do trato gastrointestinal e da digesta
podem ser observadas na Figura 3.

Figura 3. Coleta de fragmento do trato gastrointestinal (a) e do conteido intestinal (b).

3.6 Analises Laboratoriais

As andlises sangiiineas, da digesta e das fezes foram procedidas no Laboratério de
Pesquisas em Saude Eqiiina do Instituto de Veterinaria da UFRRIJ. A confeccdo das l1dminas
para avaliacdo histopatologica foi realizada no Laboratério de Coccidios e Coccidioses € os
exames histopatoldgicos foram realizados no Laboratério de Patologia no Projeto Sanidade
Animal - EMBRAPA/UFRRIJ. As andlises imuno-histoquimicas nas amostras da mucosa do
trato gastrointestinal foram realizadas no Laboratério de Patologia da Faculdade de
Veterindria da Universidade Federal Fluminense.

3.6.1 Analises Sangiiineas

Nas amostras de sangue foram procedidas as andlises do volume globular (VG) pelo
método de microhematdcrito, proteina plasmética total (PPT) e fibrinogénio (FIB) através de
refratometria, hemoglobina (Hb) por espectrofotometria, hematimetria (He) e leucometria
global através da contagem em camara de Newbauer, e leucometria especifica através da
avaliacdo de esfregaco sanguineo em microscopia 6ptica, segundo Coles (1984).

A andlise da concentracdo plasmadtica de lactato® e de glicose4 foi feita através do
método enzimdtico colorimétrico, utilizando kits comerciais. A andlise da concentragdo
plasmdtica de endotoxinas foi procedida usando o sistema Limulus Amebocyte Lysate
cromogénico quantitativo (LAL) segundo a metodologia descrita Gpor Meyers et al. (1982),
utilizando o kit comercial’ e dosagem através de espectrofotometria’.

3 KATAL®.

* BIOCLIN®
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3.6.2 Avaliacido do pH, da Capacidade Tampao e do Teor de Matéria Seca da Digesta e
das Fezes.

Apo6s a coleta fecal, em cada tempo de observagdo, foi feita a avaliacdo imediata do
pH utilizando-se o medidor de pH’. Em seguida, 50g de fezes foram misturados com dgua
destilada na relacdo 1:1 peso/volume, enquanto as amostras da digesta de cada segmento
intestinal foram filtradas para determinacdo da capacidade tampao segundo metodologia
descrita por Zeyner et al. (2004).

A capacidade tampao das fezes e da digesta foi determinada por titulacdo com acido
acético 0,25 M de 80 mL de fezes misturadas a dgua e 100 mL do filtrado da digesta,
respectivamente. A capacidade tampao I (CT)) refere-se ao volume gasto de 4dcido acético do
pH observado na amostra para o pH =5 e, a capacidade tampao Il (CT,) refere-se ao volume
gasto de dcido acético do pH observado para o pH = 6. O volume de acido acético utilizado
para determinar a capacidade tampao das fezes e da digesta foi expresso em mmol/L de fezes
misturadas a 4gua ou mmol/L de conteido de digesta.

Na determinagdo do teor da matéria seca nas amostras de digesta e fezes utilizou-se
metodologia descrita por Silva & Queiroz (2002) e posterior estimativa do teor de dgua nas
amostras.

3.6.3 Avaliacao Histopatolégica do Trato Gastrointestinal

Os fragmentos do trato gastrointestinal foram clivados, submetidos a uma bateria para
emblocamento em parafina (Anexo B) e, em seguida foram feitos cortes transversais de 5 p de
espessura em micréotomo manual® e corados pela hematoxilina e eosina (H — E) para avaliacio
histolégica, segundo metodologia descrita por Behmer et al. (1976). A infiltragdo de
granuldcitos e células mononucleares foram avaliadas subjetivamente, conforme a
intensidade, como descrito a seguir: +++ Lesdo acentuada, ++(+) moderada a acentuada, ++
moderada, +(+) leve a moderada, + leve, (+) discreta, - ausente e NE = Ndo examinado.

3.6.4 Avaliacio Imuno-histoquimica do Trato Gastrointestinal

As seccoes de tecido do trato gastrointestinal foram desparafinizadas, re-hidratadas e
tratadas com solugdo de perdxido de hidrogénio a 6% por 30 minutos (para inibi¢do da
peroxidase enddgena), antes da recuperagdo antigénica induzida pelo calor em banho-maria a
96°C por 30 minutos, em solu¢@o de recuperagdo (Target Retrieval Solution 10X concentrated
- (DAKO Corporation, Carpinteria, CA, USA). Apds a recuperacdo antigénica, as sec¢des
foram incubadas em soluc¢do de leite e albumina bovina, a 37°C por 30 minutos, para inibicao
de ligagdes inespecificas, seguido por tratamento com anticorpo policlonal de coelho anti-
Mieloperoxidase humana, em dilui¢do de 1:500 por 30 minutos (anticorpo primario). As
seccoes foram lavadas com salina tritamponada (TBS), antes do tratamento com Envision +
System, HRP anti-coelho, code n° K4003 (DAKO Corporation, Carpinteria, CA, USA) por 30
minutos a temperatura ambiente (anticorpo secundario). Depois de nova lavagem com tampao
TBS, as seccdes foram tratadas com solugdo de Diaminobenzidine (DAB) (DAKO
Corporation, Carpinteria, CA, USA) para a marcacdo castanha das células (etapa de
revelacdo). Todas as sec¢des foram contra-coradas com hematoxilina. Sec¢des histolégicas de
medula 6ssea humana foram usadas como controles positivos para a técnica de imuno-
histoquimica e para controles negativos, o anticorpo primdrio foi omitido.

7 Tecnopon, PA 2000.
¥ Leitz® - Modelo 15-12.
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A imunorreatividade foi classificada em graus de 0 a 4 de acordo com o nimero de
granuldcitos marcados. Foi feita contagem de células marcadas em cinco campos aleatérios
em aumento de 200x para a classificacdo: 0 — auséncia de células marcadas; 1 —de 1 a 10
células marcadas por campo; 2 — de 11 a 50 células marcadas por campo; 3 - de 51 a 100
células marcadas por campo; 4 — >100 células marcadas por campo, através de adaptacdo do
sistema Sidney (DIXON et al., 1996).

3.7 Analises Estatisticas

Os valores referentes aos parametros clinicos e hematoldgicos, concentracao de lactato
e glicose, pH e capacidade tampao do contetido intestinal, teor de dgua das fezes e da digesta
nos segmentos do trato gastrointestinal foram submetidos a anélise de variincia e comparados
pelo teste t de Student, adotando o nivel de 5% de probabilidade. Os valores referentes ao pH
e capacidade tampao das fezes em funcdo do tempo apds a sobrecarga dietética com amido
foram submetidos a andlise de regressdo adotando um nivel de 5% de probabilidade. As
andlises estatisticas foram procedidas utilizando o programa Sistema de Andlises Estatisticas
e Genéticas — SAEG 8.0 (UFV, 2000).

15



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Alteracoes Clinicas e Hematolégicas

Os parametros clinicos avaliados variaram entre os eqiiinos experimentais, porém, na
maioria dos animais avaliados, mesmo que de forma menos intensa, houve sintomas ja
descritos anteriormente em estudos utilizando modelo semelhante de sobrecarga dietética com
amido (GARNER et al., 1978; MOORE et al., 1979; POLLITT & DAVIES, 1998) ou dietas
com niveis elevados de carboidratos hidrolisdveis (GOODSON et al., 1988; MOORE-
COLYER et al., 2000; DE FOMBELLE et al., 2001; JULLIAND et al., 2001; BAILEY et al.,
2002; LOPES et al., 2004).

Em seis animais submetidos a sobrecarga, cinco manifestaram apetite, mesmo que
reduzido, durante o periodo de observagdo, enquanto o animal 06 ndo apresentou apetite,
quatro horas apds a sobrecarga permanecendo inapetente até 32 horas, momento em que veio
a obito.

Todos os animais submetidos a sobrecarga dietética com amido apresentaram-se
apaticos quatro horas apds a sobrecarga permanecendo com este comportamento até o fim do
periodo de avaliacdo. Da mesma forma, o consumo de agua esteve reduzido e até mesmo
ausente, na maioria dos animais, com apenas o animal 04 e 07 consumindo dgua, em média
11 litros, durante o periodo experimental.

Em relacdo ao pulso da artéria digital superficial, somente o eqiiino 08 apresentou
alteracdo 20 horas apds a sobrecarga dietética com amido, com pulso digital nos membros
posteriores levemente aumentado, em todos os membros, 36 horas apds a sobrecarga. Este
animal apresentou claudicagcdo evidente no membro posterior esquerdo quando movimentado
ao trote e foi classificada de grau I segundo Obel (1948).

Dos seis eqiiinos avaliados, os animais 03, 06, 07 e 08 apresentaram redu¢do na
elasticidade da prega cutanea, os animais 04 e 08 apresentaram mucosa oral com aspecto
palido e o animal 06 mucosa congesta em média, 24 horas apds a sobrecarga, enquanto 0s
animais 03, 05 e 07 apresentaram mucosas rosadas durante todo periodo de avaliag¢ao.

A motilidade intestinal e o tempo de preenchimento capilar nos eqiiinos submetidos a
sobrecarga dietética com amido estao apresentados na Figura 4.
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Figura 4. Motilidade intestinal e o tempo de preenchimento capilar (segundos) em eqiiinos
submetidos a sobrecarga dietética com amido.
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Em relacdo a motilidade intestinal, todos os animais submetidos a sobrecarga
apresentaram alteragdes, sendo uns com aumento € outros com redugdo nos sons intestinais.
Os valores de motilidade intestinal observados nos animais submetidos a sobrecarga durante
36 horas de avaliacdo variaram de 1,9 a 3,0 em intensidade, as duas e as 28 horas apds a
sobrecarga.

O tempo de preenchimento capilar permaneceu constante até 16 horas apds a
sobrecarga, com valores médios de 2 segundos, seguido de aumento até 28 horas e posterior
reducgdo as 36 horas pds-sobrecarga, com valores de 3 e 2 segundos, respectivamente.

Em um estudo realizado por Pollitt & Davies (1998) utilizando eqiiinos submetidos a
sobrecarga com amido de farinha de trigo via sonda nasogéstrica, na propor¢do de 17,5 g de
amido/kg de peso corporal, observaram vdrias alteragdes clinicas como reducdo do apetite e
do consumo de dgua, depressdo, prolongamento do tempo de preenchimento capilar,
amolecimento das fezes seguido de quadros de diarréia e alteracdes na motilidade intestinal,
sendo este ultimo o primeiro sinal clinico observado. Observaram também colica intermitente,
com intensidade de moderada a média, e alguns animais com laminite.

No presente estudo, cinco dos seis animais submetidos a sobrecarga, nado
desenvolveram sintomatologia de cdlica, mas por outro lado, a maioria dos animais
apresentou flatuléncia cerca de 20 horas apds a sobrecarga que, associada a presenca de
motilidade intestinal aumentada, ndo houve acimulo de gases e dilatacdo do intestino grosso
nao propiciando a sintomatologia de dor abdominal.

Lopes et al. (2004) avaliando eqiiinos alimentados com dieta exclusiva de feno com
alterac@o abrupta para uma dieta composta de feno e concentrado nao observaram alteracdes
clinicas como cdlica, diarréia, desidratacdo, endotoxemia ou laminite. No presente estudo, o
quadro clinico de desidratacido, amolecimento das fezes e diarréia apresentado pelos eqiiinos
submetidos a sobrecarga, se justifica pela quantidade de carboidratos hidrolisaveis ingeridos
na forma de amido de milho, através da sobrecarga, ser de 1,58% do peso vivo, 2,40 vezes
mais a quantidade consumida na dieta utilizada na literatura citada, de 0,66% do peso
vivo/dia.

Os eqiiinos ndo submetidos a sobrecarga dietética com amido, no presente estudo, mas
que consumiram dieta com niveis elevados de carboidratos hidrolisdveis na propor¢cao
volumoso:concentrado de 60:40 ndo apresentaram alteracdes clinicas, hematoldgicas,
bioquimicas e nas caracteristicas das fezes e do contetido da digesta no trato gastrointestinal.
Isto pode ser explicado pelo periodo de adaptacdo prévio a dieta e, também pelo
fracionamento no fornecimento da dieta em quatro refeicoes didrias. Segundo Vervuert &
Coenen (2003), eqiiinos idosos devem ser alimentados em pequenas quantidades e intervalos
relativamente freqiientes, trés ou quatro vezes por dia, para minimizar altera¢cdes metabdlicas
pOs-prandial, maximizar a digestdo e absor¢do e evitar a ocorréncia de disttrbios digestivos.

Os valores médios da freqiiéncia cardiaca, freqiiéncia respiratéria, temperatura
corporal e tempo de preenchimento capilar nos eqiiinos submetidos a sobrecarga dietética
com amido estdo apresentados na Tabela 2.

Nao houve diferenca (P>0,05) entre os valores de freqiiéncia cardiaca, freqiiéncia
respiratéria e temperatura retal durante o periodo de avaliacdo. As pequenas variagdes
observadas nas varidveis estdo dentro dos parametros clinicos normais para espécie eqiiina.
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Tabela 2. Valores médios e desvio padrdo da freqiiéncia cardiaca, freqii€ncia respiratdria,
temperatura retal e tempo de preenchimento capilar de eqiiinos submetidos a sobrecarga
dietética com amido.

Tempo Pds-sobrecarga (horas)

L 0 12 24 36 CV )
clinicos Normais*
(n=6) m=6) @m=6) m=2) (%)

Parametros Valores

Freqiiéncia cardiaca (bpm) 36,0+2.,5 40,0+3,6 40,8+7.8 38,0+£8,5 3,52 26 a 50

Freqiiéncia respiratéria (mpm) 18,0+£2,2 20,0+£3,6 22,0+7,5 14,0+2,8 22,73 8als

Temperatura retal (°C) 375402 37,5404 37.7+0.5 373409 121 3752385
Tempo de preenchimento 2.040,0 2.0£0,0 2.67+05 2.5+0.7 15,06
Capilar (segundos)

Meédias, nas linhas, seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste t de Student (P<0,05).
* (Smith, 1993).

Em um estudo conduzido com o mesmo modelo de sobrecarga por carboidratos
Garner et al. (1975) observaram aumento (P<0,05) na freqiiéncia cardiaca, de 41 bpm, antes
da sobrecarga para 58 e 73 bpm e, na temperatura retal, de 37,7°C antes da sobrecarga para
39,2 e 39,8°C, as 24 e 40 horas apds a sobrecarga, respectivamente. Estes valores estdo acima
dos observados no presente estudo, provavelmente porque os eqiiinos utilizados naquele
estudo ndo estavam adaptados a dieta com altos teores de carboidratos hidrolisdveis como os
utilizados nesse estudo e, também pelo fato de o periodo de avaliacdo se restringir a 36 horas
apos a sobrecarga, nao sendo objetivo do presente estudo induzir o quadro clinico de laminite.

Segundo Pollitt & Davies (1998), os eqiiinos com laminite apds a sobrecarga por
carboidratos apresentaram aumento gradual da freqiiéncia cardiaca, de 31,4 para 94,0 bpm,
enquanto nos animais submetidos a sobrecarga e sem a laminite, a freqiiéncia cardiaca
aumentou em menor intensidade, com valores médios de 55,5 bpm. Também observaram
aumento significativo (P<0,05) na temperatura central dos eqiiinos com laminite, oito e 36
horas apds a sobrecarga, com valores médios de 38,1 e 40,17°C, respectivamente, quando
comparado aos animais controle, com valores médios de 37,27°C, durante todo periodo
experimental.

Os valores médios da temperatura dos cascos de eqiiinos submetidos a sobrecarga
dietética com amido estdo apresentados abaixo na Tabela 3.

Tabela 3. Valores médios e desvio padrdo da temperatura superficial dos cascos dos eqiiinos
submetidos a sobrecarga dietética com amido.

Tempo Pds-sobrecarga (horas)

Temperatura superficial

dos cascos (°C) 0 12 24 36 Cv
(n=5) (n=35) (n=35) (n=2) (%)

Anterior Direito 31,7¢0,3 31,4+1,8 30,1+2,7 30,8+1,9 5,11
Anterior Esquerdo 31,8+0,9 32,0+1,8 30,5+1,9 30,0+2,5 5,47
Posterior Direito 31,6+0,7 31,6+2,2 30,0+2,3 29,9+29 5,81
Posterior Esquerdo 31,9+0,5 32,2+1,8 30,2+2,4 30,843,7 6,10
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Em todos os animais submetidos a sobrecarga ndo houve diferenca (P>0,05) na
temperatura dos cascos, com valores médios variando de 30,0 a 32,2°C. No entanto, o animal
que desenvolveu claudicacdo grau I, 36 horas apds a sobrecarga apresentou temperatura
superficial do casco posterior esquerdo acima dos valores médios, de 33,4°C, no membro que
claudicava ao trote.

Pollitt & Davies (1998) observaram que nos eqiiinos antes da indu¢do da sobrecarga
com carboidratos, as temperaturas dos cascos estavam proximas da temperatura ambiente, de
13,63°C, mas aumentaram em todos os cascos de 4 a 15 horas apds a sobrecarga. Durante as
primeiras 24 horas, as temperaturas médias dos cascos dos animais com laminite aumentaram
gradualmente, de 13,6 para 24,9°C, enquanto nos animais sem a laminite a temperatura
superficial média dos cascos foi de 16,4°C, diferindo (P<0,05) dos animais sem sobrecarga,
12,2°C, 28 horas apds a sobrecarga. A temperatura ambiente na qual foi realizado o estudo foi
muito baixa, em torno de 10°C. Estes valores estdo bem abaixo dos observados no presente
estudo, de 30,0 a 32,2°C com a média da temperatura ambiente variando de 21,6 a 31,2°C.

As varidveis hematologicas da série vermelha como volume globular, proteina
plasmdtica total, fibrinogénio, hemoglobina, volume globular médio, concentracio de
hemoglobina corpuscular média, hematimetria e da série branca como leucometria global,
eosinofilos, bastonetes, neutréfilos, linfécitos e mondcitos também foram avaliados e os
valores médios estdo apresentados nas Tabelas 4 e 5.

Tabela 4. Valores médios e desvio padrao do volume globular (VG), hematimetria (He),
hemoglobina (Hb), volume globular médio (VGM), concentracio de hemoglobina
corpuscular médio (CHCM), proteina plasmatica total (PPT) e fibrinogénio (FIB) em eqiiinos
submetidos a sobrecarga dietética com amido.

Tempo Pds-sobrecarga (horas)

Vemdha 0 N T
(=6) _ (=6) _ @=6) _ @=2) (%)
VG (%) 26,7¢2,2°  27,3%1,6" 32,744,6° 32,0£5,6° 3,21 32a53
He (x10°/L) 4,9+0,5 5,1£0,7 5,27+0,5 5,4+8,8 6,70 6,8a129
Hb (g/dL) 8,9+0,6 8,6+0,8 9,914 9,3+0,1 10,58 1lal9
VGM (1) 54,8+4,7 54,8+5,8 62,6+11,8 60,1x1,1 11,17 37 a358,5
CHGM (g/dL)  33,7#£2,1 31,6%3,6 30,8+5,4 299+12,9 9,772 31a38,6
PPT (g/dL) 7,120,7 7,5+1,1° 8,1%1,3" 8,7+0,1° 527 52a79

FIB (g/dL) 433,3+225,1 433,3x196,6 500,0+244,9 700,0+141,4 7,92 200 a 400

Meédias, nas linhas, seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste t de Student (P<0,05).
*(Smith, 1993).

Em relacdo a série vermelha, houve aumento significativo (P<0,05) nos valores
referentes ao volume globular e proteina plasmdtica total, 24 horas apds a sobrecarga,
enquanto as demais varidveis nio apresentaram diferenca (P>0,05). O volume globular antes
da sobrecarga foi de 26,7% seguido de aumento até 24 horas apds a sobrecarga, € permaneceu
constante até o fim da avaliagdo, com valores médios de 32,7 e 32,0%, respectivamente.
Resposta semelhante também foi observada com os valores de proteina plasmadtica total, os
quais apresentaram aumento desde os valores basais até 36 horas apds a sobrecarga, com
valores médios de 7,1 e 8,7 g/dL, respectivamente.
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Mesmo nao havendo diferenca (P>0,05), os valores referentes ao fibrinogénio
apresentaram-se constantes até 12 horas apds a sobrecarga seguidos de aumento as 24 e 36
horas, com valores médios de 433,3, 500,0 e 700,0 g/dL, respectivamente. Nao houve
diferenca entre os valores de fibrinogénio, provavelmente devido a grande variacdo entre os
eqiiinos.

Tabela 5. Valores médios e desvio padrao da leucometria global, eosindfilos, bastonetes,
neutrdéfilos, linfécitos e mondcitos de eqiiinos submetidos a sobrecarga dietética com amido.

Tempo Pds-sobrecarga (horas)

e s R e e
(n=6) @m=6) @=6) m=2) (%)

Leucometria Global (x10*/uL) 9,6+1,5 8,9+4,9 13,7436 9.8+0,0 3524 54al43

Neutréfilos (x10%/uL) 4,9+1,1 47427 TA+29 48+00 4323 23a8,6
Linfécitos (x10°/uL) 3,840,9 3,3+2,1 48+14 39+1,7 39,70 15a77
Eosinéfilos (x10°/uL) 0,4+0,1 0,2+02 0,3+0,1 0,1+0,8 36,17 Oal
Mondcitos (X103/pL) 0,4+0,1 04+0,2 0,5+0,3 0,4+2,5 41,01 Oal
Bastonetes (x10°/uL) 0,120,1° 0,2+0,2° 0,740,7* 0,5+0,2* 31,94 0al

Meédias, nas linhas, seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste t de Student (P<0,05).
* (Smith, 1993).

Em relacdo aos valores referentes a série branca, apenas os bastonetes apresentaram
diferenca (P<0,05) durante o periodo de avalia¢do, com valores variando de 0,1 a O,7x103/pL
antes da sobrecarga e 24 horas apds, seguidos por uma pequena reducdo ao final do periodo
experimental, com valor médio de O,5x103/pL, respectivamente. As demais varidveis
apresentaram variagdes durante o periodo experimental, porém dentro dos valores normais
para espécie eqiiina.

Garner et al. (1975) utilizou a sobrecarga dietética com amido para reproduzir
experimentalmente o quadro clinico de laminite e observaram aumento significativo (P<0,05)
no volume globular, proteina plasmaética total e leucdcitos global 24 horas apds a sobrecarga,
cujos valores médios foram 36,3%, 8,3 g/dL e 17,5X103/ puL, respectivamente, quando
comparado aos valores basais, de 32,7%, 7,4 g/dL e 11,93x103/ uL, respectivamente. Em
relacdo ao volume globular e proteina plasmatica total, os valores encontrados no presente
estudo apresentaram o mesmo comportamento observado naquele estudo, enquanto que os
valores observados para leucometria global, ndo houve alteracdo até 36 horas apds a
sobrecarga.

O aumento observado nos valores médios do volume globular e proteina plasmatica
total ao longo de 36 horas de avaliacdo representa um quadro de hemoconcentragdo,
caracteristico do processo de desidratagdo. Este quadro pode ser explicado pelo aumento da
producdo de &cido latico no intestino grosso, o qual promove um aumento na pressao
osmotica do limen resultando em fluxo osmoético de 4gua do sangue para o Iimen intestinal
(DUKES, 1996). Por outro lado, Guntheroth & Felsenfeld (1971) relataram possivel efeito
indireto de endotoxinas em caes ser responsavel pelo quadro de desidratagdo. Segundo estes
autores, a hemoconcentracdo observada nesses animais foi resultado principalmente da
contragcdo esplénica associado com aumento da atividade do sistema nervoso simpético. Esta
hipdtese, portanto, ndo estaria em acordo com ocorrido nos eqiiinos do presente estudo, pois
nido apresentaram quadro caracteristico de endotoxemia até 36 horas apds a sobrecarga
dietética com amido.
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Hurley et al. (2006) avaliaram leucdcitos circulantes em eqiiinos submetidos a
administracdo do extrato de Juglans nigra, via oral, como modelo experimental de laminite
aguda e observaram reducdo no nimero de leucdcitos durante trés a quatro horas apds a
indu¢do, no entanto, somente nos eqiiinos que desenvolveram laminite a redu¢do no nimero
de leucdcitos foi significativa. Neste mesmo estudo, os leucdcitos em eqiiinos que
desenvolveram laminite tiveram aproximadamente 60% mais capacidade de produzir ROMs
quando comparado com eqiiinos que foram tratados e nao desenvolveram laminite e, este
aumento na produc¢do de ROMs foi correlacionado com o desenvolvimento de leucopenia,
sugerindo que a resposta inflamatdria sistémica a administracdo de extrato de J. nigran
precede o desenvolvimento dos sintomas na patogénese da laminite.

Nao houve alteracdo significativa (P>0,05) nos valores médios de leucdcitos
circulantes no presente estudo, nem mesmo no eqiiino que desenvolveu claudicacdo grau I, 36
horas apds a sobrecarga. Isso pode ser justificado pelo fato da maioria dos eqiiinos nao
desenvolverem quadro de laminite até 36 horas, ou até mesmo devido ao modelo
experimental de laminite ser diferente do modelo baseado na sobrecarga dietética com amido
(GARNER et al., 1975; SPROUSE et al. 1987; POLLITT & DAVIES, 1998), no qual a
ocorréncia de laminite variou de 32 a 48 horas apds a sobrecarga.

Os valores médios da concentracio plasmaética de lactato e glicose durante o periodo
experimental foram avaliados nos eqiiinos submetidos a sobrecarga dietética com amido e
estdo apresentados na Tabela 6 e Figura 5.

Tabela 6. Valores médios e desvio padrao da concentracdo plasmatica de lactato e glicose de
eqiiinos submetidos a sobrecarga dietética com amido.

Tempo Pds-sobrecarga a Lactato Glicose

(horas) (mmol/L) (mg/dL)
0 6 0,70+0,15¢ 78,33+10,62¢
2 6 0,76+0,12 126,33+38,25%
4 6 0,85+0,14 118,67+45,35%®
8 6 0,97+0,26" 92,50+14,21%
12 6 0,68+0,144 87,33+12,86"
16 6 0,93+0,17% 80,58+12,52%
20 6 1,0440,25° 86,58+9,95%
24 6 0,90+0,31°% 89,58+7,00°
28 3 1,22+0,30° 101,6749,07%
32 2 0,88+0,29" 85,00+16,97%
36 2 0,96+0,35" 84,00+8,49%

CV (%) 23,45 21,46

Meédias, nas colunas, seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste t de Student (P<0,05).

A concentracdo plasmatica de lactato apresentou uma tendéncia de aumento desde
zero até 36 horas apds a sobrecarga correspondendo ao periodo experimental, com valores
médios variando de 0,68 e 1,22 mmol/L, respectivamente. Até oito horas apds a sobrecarga, a
concentracdo plasmadtica de lactato apresentou um leve aumento, diferindo dos niveis basais
(P<0,05). Houve diferenca (P<0,05) na concentracdo plasmatica de lactato antes da
sobrecarga, 20 e 28 horas apds, com valores médios de 0,7, 1,04 e 1,22 mmol/L,
respectivamente.
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Figura 5. Valores médios da concentracido plasmdtica de lactato em eqiiinos submetidos a
sobrecarga dietética com amido.

O aumento na concentracao plasmadtica de lactato observado no presente estudo, pode
ser explicado pelo excesso de carboidratos hidrolisaveis disponibilizados para fermentacao
microbiana no ceco-célon resultando em produgdo excessiva de AGVs e éacido latico
conforme descrito por Rowe et al. (1995). Os valores de pH do cdlon abaixo de 6,0,
juntamente com aumento da concentracdo plasmdtica de lactato, justificam o processo
fermentativo alterado no intestino grosso dos eqilinos submetidos a sobrecarga dietética com
amido. Por outro lado, a concentragdo plasmadtica de lactato variou apenas de 0,68 a 1,22
mmol/L, e pode ser justificado pelo fato dos eqiiinos utilizados neste estudo estarem
adaptados a dieta rica em carboidratos hidrolisdveis na propor¢ao de 60:40 em relacdo a
volumoso:concentrado e, desta forma jd existirem bactérias capazes de metabolizar o dcido
latico em AGVs, impedindo seu acimulo (DUKES, 1996). O leve aumento na concentracao
plasmdtica de lactato também pode ser justificado pelo quadro de desidratacio representado
pela fluidificacdo da digesta do intestino grosso e pela hemoconcentracdo observada pelo
aumento do volume globular e proteina plasmadtica total, resultando em concentracdo do
lactato na corrente sanguinea devido a perda de liquidos.

A concentragdo plasmdtica de glicose em eqiiinos submetidos a sobrecarga dietética
com amido e avaliados até 36 horas apOs a sobrecarga estd apresenta do na Figura 6.

Houve um aumento subito na concentracdo plasmdtica de glicose duas horas apds a
sobrecarga por carboidratos seguida de reducao até oito horas e permanecendo constante até o
término do periodo experimental, com valores médios de 126,33, 92,50 e 84,00 mg/dL,
respectivamente. A diferenca (P<0,05) observada na concentra¢ao plasmatica de glicose antes
da sobrecarga e duas horas ap6s o inicio do periodo experimental, com valores médios de
78,33 e 126,33 mg/dL, respectivamente, provavelmente € resultado da digestdo do amido no
intestino delgado.

Nao houve hiperglicemia com valores superiores a 250 mg/dL, como ocorre em casos
de dor aguda, nem hiperglicemia transitéria seguida por uma marcante hipoglicemia
observado em casos de endotoxemia (SMITH, 1993). Desta forma, a concentra¢io plasmética
de glicose nos eqiiinos do presente estudo teve um comportamento pds-prandial normal.
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Figura 6. Valores médios da concentracdo plasmdtica de glicose em eqiiinos submetidos a
sobrecarga dietética com amido.

Para quantificagcdo de endotoxina no sangue, foram utilizadas as amostras de soro
referentes aos tempos zero, 12, 24 e 36 horas apds a sobrecarga dietética com amido. Em
todas as amostras testadas a concentracdo plasmadtica de endotoxina nao ultrapassou 0,1000
EU/mL (limiar de sensibilidade do ensaio), podendo até mesmo estar ausente no soro. Niveis
plasméticos de endotoxina inferiores a 0,1000 EU/mL, juntamente com a baixa concentragao
plasmdtica de lactato, niveis plasmatico de glicose normais e nenhum sinal clinico de
endotoxemia demonstra que, até 36 horas pods-sobrecarga ndo houve lesdo suficiente na
mucosa do trato gastrointestinal para que os animais desenvolvessem quadros graves de
endotoxemia e acidose metabdlica.

Sob condi¢des normais, o trato intestinal dos eqiiinos contém grandes quantidades de
bactérias gram-negativas das quais sdo liberadas endotoxinas devido a rapida multiplicagao
ou morte bacteriana (MOORE, 2001). Segundo Mackay (1992) baseado em estimativas, o
ceco e cOlons ventrais de eqiiinos sauddveis contém mais de 2 g de endotoxina livre. Estas
endotoxinas sdo limitadas ao limen intestinal por uma eficiente barreira exercida pela mucosa
intestinal e, quando atravessam esta barreira sdo ligadas a proteinas plasmaticas especificas,
neutralizadas por anticorpos circulantes ou destruidas por células Kupffer no figado
(MOORE, 1981; MACKAY, 1992). A presenca de altos titulos de endotoxina no plasma e
fluido peritoneal € um indicativo de que houve lesdo na parede intestinal o suficiente para
permitir a absor¢do de endotoxinas (KING & GERRING, 1988).

Em estudo realizado por Mollett et al. (1985), observaram que niveis plasméticos de
endotoxinas abaixo de 0,01 ng/mL, limiar de sensibilidade do ensaio usado no estudo, foram
capazes de produzir sinais clinicos como febre e leucopenia em éguas tratadas com infusdo
intrauterina de Escherichia coli. O quadro clinico apresentado pelo eqiiino 06, vindo ao ébito
32 horas apds a sobrecarga dietética com amido pode ser justificado pela literatura citada. A
quantificacdo de endotoxina foi realizada neste animal somente até 24 horas apds a sobrecarga
nao apresentando niveis acima de 0,1000 EU/mL.

As principais alteragdes clinicas, hematoldgicas e bioquimicas apresentadas pelo
animal 06 iniciaram em média 24 horas apds a sobrecarga seguida de agravamento do quadro
clinico até o o6bito, sendo a elevacdo da freqii€éncia cardiaca de 100 a 108 bpm, febre, com
temperatura retal de 38,9 a 39,6 °C, aumento do tempo de preenchimento capilar, de 4 a 7
segundos, congestdo da mucosa ocular e oral com formagdo de halo toxémico, motilidade
intestinal diminuida ou até mesmo ausente, desidratacdo acentuada caracterizada por diarréia
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intensa, hemoconcentracdo com volume globular variando de 38 a 51%, proteina plasmética
total variando de 9,2 a 10 g/dL e concentracdo plasmética de lactato elevada, 4,25 a 4,30
mmol/L.

4.2 Alteracoes Fisico-quimicas no Trato Gastrointestinal

Virios experimentos foram realizados utilizando a metodologia de sobrecarga
dietética com amido com o objetivo de desenvolver um modelo experimental para laminite
eqiina visando o melhor entendimento dos fatores envolvidos na sua patofisiologia
(GARNER et al., 1975; GARNER et al., 1978; MOORE et al., 1979; KRUEGER et al., 1986;
SPROUSE, 1987; POLLITT & DAVIES, 1998).

No entanto, as alteracdes do conteido da digesta no TGI e das fezes, ndo tém sido
estudadas e € fundamental para o entendimento dos distirbios sist€émicos apresentados nos
eqiiinos submetidos a este modelo de sobrecarga dietética. Nos estudos que avaliam as
alteracdes do conteido da digesta, a maioria restringe as avaliagdes a apenas um segmento do
TGI, em eqiiinos fistulados consumindo dietas com niveis elevados de carboidratos
hidrolisdveis (GOODSON et al., 1988; MOORE-COLYER et al., 2000; DE FOMBELLE et
al., 2001; JULLIAND et al., 2001; BAIYLEY et al., 2002; LOPES et al., 2004).

O aspecto das fezes € importante na avaliacdo clinica em eqiiinos com distirbios
digestivos, pois representa indiretamente as condi¢des do TGI. No presente trabalho, todos os
eqiiinos submetidos a sobrecarga dietética com amido apresentaram alteracdes no aspecto das
fezes, porém de forma diferente. Os eqiiinos 04 e 05 apresentaram fezes ressecadas oito horas
apds a sobrecarga e escurecidas 12 horas apds, mantendo este aspecto até 36 horas. Nos
demais animais as fezes estiveram amolecidas, com aspecto pastoso e odor dcido, em média
24 horas apOs a sobrecarga por amido, permanecendo este aspecto até o final do periodo
experimental. Tal fato também foi observado por Harkema et al. (1978) em eqiiinos
submetidos a sobrecarga dietética com carboidratos hidrolisdveis. Neste estudo, os eqiiinos
apresentaram-se clinicamente normais nas primeiras 16 a 24 horas apds a sobrecarga, porém
apresentaram fezes pastosas, de cor verde esbranquicada e aumento nos sons intestinais
durante o restante do periodo de avaliagao.

Os valores médios do teor de dgua das fezes de eqiiinos submetidos a sobrecarga
dietética com amido estdo apresentados na Figura 7.
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Figura 7. Valores médios do teor de dgua das fezes de eqiiinos submetidos a sobrecarga
dietética com amido.
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Nao houve diferenga (P>0,05) no teor de dgua fecal dos eqiiinos durante o periodo de
observacdo com valores médios variando de 70,32 a 79,45%. Até 20 horas apés a sobrecarga,
o teor de 4gua fecal permaneceu constante, com valores médios de 71,82%, seguido de
aumento até 28 horas, com valor médio de 79,45%.

Os valores médios dos teores de dgua no contetido da digesta dos segmentos do trato
gastrointestinal de eqiiinos eutanasiados nos tempos zero, 24 e 36 horas pds-sobrecarga estdo
ilustrados na Figura 8.
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Figura 8. Valores médios do teor de dgua no contetido da digesta nos segmentos do trato
gastrointestinal de eqiiinos eutanasiados nos tempos zero, 24 e 36 horas pds-sobrecarga.

Nao houve diferenca (P>0,05) no teor de dgua do conteido da digesta no TGI dos
animais controles e avaliados 24 e 36 horas apds a sobrecarga. O conteido da digesta do
intestino delgado, em ambos os grupos, foi a regido do TGI que apresentou maiores teores de
dgua comparado aos demais segmentos com valores médios de 93,37, 96,82 e 98,48%, para
os animais do grupo controle e avaliados 24 e 36 horas pds-sobrecarga, respectivamente. Em
todos os segmentos do TGI, com excecdo do estdbmago, o teor de dgua da digesta apresentou
ligeiro aumento nos animais avaliados 36 horas pds-sobrecarga, comparados com os animais
do grupo controle e os eutanasiados 24 horas pds-sobrecarga. Isto pode ser explicado pelo
fato de quatro animais apresentarem fezes amolecidas, com aspecto pastoso em média 24
horas apds a sobrecarga dietética com amido, sendo que trés animais permaneceram com
fezes amolecidas até o final do periodo experimental.

LOPES et al. (2004) avaliando eqiiinos fistulados no c6lon dorsal direito e submetidos
a diferentes regimes de alimentagdo composto de dieta exclusiva de feno com mudanca
abrupta para uma dieta composta de feno e concentrado, ndo observaram alteracao
significativa no teor de dgua das fezes entre as dietas experimentais, porém o teor de 4gua no
contedido do colon dorsal direito foi significativamente menor quando os eqiiinos foram
alimentados com dietas contendo concentrado comparado a dieta exclusiva de feno.

Os valores médios do pH e da capacidade tampao das fezes de eqiiinos submetidos a
sobrecarga dietética com amido estio apresentados na Tabela 7.

Observa-se redugdo nos valores de pH ao longo de 36 horas apds a sobrecarga por
carboidratos (r2: 0,855) com valores variando de 6,09 a 4,46. Até 16 horas apds a sobrecarga
com amido, os valores de pH das fezes variaram de 6,14 a 5,92, sendo considerado como
limiar para acidose sub-clinica em eqiiinos, o pH cecal abaixo de 6,0, de acordo com Radicke
et al. (1991). Cerca de 20 horas pds-sobrecarga, houve uma redu¢do mais acentuada nos
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valores de pH até 36 horas pds-sobrecarga, com valores médios de 5,63 e 4,84,
respectivamente.

Tabela 7. Valores médios e desvio padrao do pH e capacidade tampao (CT; e CT,) das fezes
de eqiiinos submetidos a sobrecarga dietética com amido.

Tempo P6s- 2 3
sobrecarga n pH Fecal' pH Fecal CT, CT,
(horas) Pés-filtrado (mmol/L) (mmol/L)
0 6 6,09+0,31%° 6,16+£0,25 16,46+5,04 3,05+1,73
2 6 6,14+032" 6,23+0,31 15,31+5,86 4,48+2,52
4 6 6,040,344 6,11+0,36 15,60+£6,92 3,16+2,27
8 6 5,89+0,17° 5,97+0,19 13,59+5,02 0,83+0,41
12 6 5,91+0,26° 5,85+0,48 11,82+3,96 0,83+0,23
16 6 5,9240,25" 5,91+0,19 11,22+2,09 1,02+0,33
20 6 5,63+0,23° 5,68+0,24 7,86%1,77 *ok
24 6 5,23+0,56¢ 5,17+£0,42 8,49+3,17 *ok
28 3 4,97+0,53° 4,88+0,71 8,52+2.,73 *k
32 2 4,4620,49" 4,50+0,53 * *k
36 2 4,84+0,72° 4,81+0,59 * ok
CV (%) 4,23

Y = 6,278 - 0,044X; r* = 0,855; *Y = 16,16 — 0,32X; 1° =0,919; °Y = 3,67 - 0,206X; r° = 0,588
Meédias, nas colunas, seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste t de Student (P<0,05).
*pH abaixo de 5,0; **pH abaixo de 6,0.

A regressao linear do pH das fezes de eqiiinos submetidos a sobrecarga dietética com
amido em funcao do tempo estd apresentada na Figura 9.
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Figura 9. Regressao linear entre os valores médios do pH das fezes de eqiiinos submetidos a
sobrecarga dietética com amido em funcao do tempo.
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Considerando o modelo de regressao linear proposto Y = 6,278 — 0,044X, a cada
quatro horas seguidas a sobrecarga dietética com amido houve uma reducio nos valores de
pH fecal de 0,18 e, ao final de 36 horas pds-sobrecarga a reducdo, nos valores de pH foi de
1,58.

Pollitt & Davies (1998) utilizando cavalos induzidos a sobrecarga por carboidratos,
observaram que os valores médios do pH fecal de eqiiinos com e sem laminite permaneceram
proximos da neutralidade nas primeiras oito horas de avaliag¢ao, seguido de acentuada redugao
até as 16 horas apds a primeira sobrecarga por carboidratos, com valores médio de 5,35 e
5,51, respectivamente. Estes valores foram significativamente abaixo (P<0,05) do valor médio
do pH fecal nos eqiiinos do grupo controle, de 7,4. Os valores médios do pH fecal dos eqiiinos
com laminite ndo diferiram dos eqiiinos sem laminite durante o periodo de avaliacdo.

Em estudo realizado por Zeyner et al. (2004), avaliando o efeito do consumo de feno e
seqiiéncias de alimentacdo sobre a atividade microbiana no intestino grosso observaram
aumento (P<0,05) no pH fecal a medida que o consumo de feno aumentou, com valores
médios variando de 6,36 a 6,68 e, em relacdo a seqiiéncia de alimentacdo, o fornecimento do
feno posteriormente a aveia resultou em maiores valores médios de pH fecal (P<0,05)
comparado ao fornecimento de feno antes da aveia, de 6,62 e 6,43, respectivamente.

Os valores iniciais de pH observados no presente estudo estdo abaixo dos observados
por Pollitt & Davies (1998) e Zeyner et al. (2004), e isso se justifica pelos animais utilizados
em no presente estudo ja estarem consumindo uma dieta com niveis de concentrado acima dos
niveis consumido pelos animais naqueles estudos. No entanto, observa-se uma semelhanca
nos valores de pH fecal observados por Pollitt & Davies (1998) e os valores observados no
presente estudo, de 5,35 e 5,23, respectivamente, no tempo de 24 horas apds a sobrecarga
dietética com amido.

Segundo Zeyner et al. (2004), a capacidade tampao entre o pH observado e qualquer
valor de pH ideal representa o potencial real do meio em reagir contra modificacdes
influenciadas pela producdo de dcidos. Baseado neste conceito, a capacidade tampao das fezes
e do conteido da digesta no TGI dos eqiiinos controle e submetidos a sobrecarga dietética
com amido foi avaliada. Em relacdo aos eqiiinos submetidos a sobrecarga dietética com
amido, houve redu¢do na capacidade de tamponamento das fezes, representado por CT, (pH
observado - 6,0), 16 horas apds a sobrecarga, pois a partir deste momento, os eqilinos
apresentaram valores de pH fecal abaixo de 6,0 ou menos, caracterizando a acidose sub-
clinica (RADICKE et al., 1991).

As funcdes de regressao linear da capacidade tampao CT, e CT; das fezes de eqiiinos
submetidos a sobrecarga dietética com amido em funcdo do tempo estdo apresentadas nas
Figuras 10e 11.

Observa-se reducao (* = 0,930) na capacidade de tamponamento das fezes,
representado por CT; (pH observado — 5,0), de zero até 28 horas apds a sobrecarga com
amido com valores variando de 16,46 a 8,52 mmol/L. A reducdo da CT; acompanhou os
valores do pH e, isso se justifica pela grande quantidade de carboidratos hidrolisdveis sendo
fermentado no intestino grosso superando a capacidade dos eqiiinos na secre¢do dos tampdes.
Até 28 horas apds a sobrecarga, os eqiiinos foram capazes de tamponar o pH até valores
proximos de 5,0, ndo ocorrendo o mesmo apds 28 horas, estando os animais sujeitos a lesdes
de mucosa (DUKES, 1996).
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Y =3,67 - 0,206X; r* = 0,588
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Figura 10. Regressao linear da capacidade tampao (CT,) das fezes de eqiiinos submetidos a
sobrecarga dietética com amido em funcdo do tempo.
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Figura 11. Regressao linear da capacidade tampao (CT)) das fezes de eqiiinos submetidos a
sobrecarga dietética com amido em funcao do tempo.

Considerando o modelo de regressio linear proposto Y = 16,16 — 0,32X, a cada quatro
horas seguidas a sobrecarga com amido houve uma redu¢do na CT; de 1,28 mmol/L e, ao
final de 28 horas pds-sobrecarga a reducao nos valores de CT foi de 8,96 mmol/L.

As caracteristicas do conteido da digesta nos segmentos do TGI, bem como as
alteracdes macroscopicas na mucosa dos segmentos foram avaliadas durante os
procedimentos de necropsia.

O contetido estomacal nos animais submetidos a sobrecarga e eutanasiados as 24 e 36
horas ap6s a sobrecarga foi mais liquido, de cor verde esbranquig¢ada e odor dcido, enquanto
os animais do grupo controle, ndo submetidos a sobrecarga com amido, apresentaram
conteido com maior quantidade de material fibroso. Observou-se a presengca de amido
aderido a mucosa estomacal do eqiiino 03 e 06, avaliados 24 e 36 horas apds a sobrecarga
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dietética com amido. O amido aderido a mucosa estomacal do eqiiino 06 estd ilustrado na
Figura 12.

N

Figura 12. Presenga de amido aderido a mucosa estomacal do eqiiino 06 submetido a
sobrecarga dietética com amido e avaliado apds 32 horas, momento que veio ao 6bito.

As caracteristicas do conteiddo do intestino delgado foram semelhantes entre os
animais submetidos a sobrecarga, os quais apresentaram conteddo bastante liquido, de cor
amarelo-esverdeado e com a presenca de amido aderido a mucosa, principalmente no jejuno e
ileo dos animais eutanasiados 24 horas apds a sobrecarga, enquanto que nos animais do grupo
controle, o contetido foi menos liquido e de cor mais esverdeado. O amido aderido a mucosa
do jejuno e ileo do eqiiino 03, eutanasiado 24 horas apds a sobrecarga estd ilustrado na Figura
13.

(b)

Figura 13. Presenca de amido no jejuno (a) e ileo (b) do eqiiino 03 submetido a sobrecarga
dietética com amido e avaliado apds 24 horas.

As principais alteracdes ocorreram no intestino grosso devido ao excesso de amido
que ultrapassou a capacidade de digestdao no intestino delgado sendo fermentado no intestino
grosso. Nos animais submetidos a sobrecarga e avaliados apds 24 e 36 horas, o conteido
cecal tornou-se mais liquido de cor verde esbranquicada e presenca de bolhas de gis,
enquanto que nos animais controle, ndo houve alteracdes nas caracteristicas do conteido
cecal, com cor verde oliva, semi-liquido e odor sui generis. Os contetidos cecal dos eqiiinos
05 e 08 estdo apresentados na Figura 14.
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Figura 14. Contetdo cecal dos eqiiinos 05 (a) e 08 (a) submetidos a sobrecarga dietética com
amido e avaliados apds 24 e 36 horas.

A partir do ceco, as alteracOes nas caracteristicas dos conteidos foram bastante
evidentes quando comparamos os animais controle com os submetidos a sobrecarga dietética
com amido. Nos animais submetidos a sobrecarga com amido os contetidos do célon ventral
direito e c6lon ventral esquerdo apresentaram-se mais semi-liquido, cor verde esbranquicada e
aspecto leitoso, presenca de bolhas de gds e odor 4cido. Estas caracteristicas foram mais
acentuadas nos animais avaliados 36 horas apds a sobrecarga. Nos animais controle, o
conteddo foi mais consistente, com bastante material fibroso, cor verde oliva e odor sui
generis. O conteddo do cdlon dorsal direito, 24 horas apds a sobrecarga foi mais pastoso, de
cor levemente esverdeada com menos bolhas comparado ao célon ventral direito,
representado pelo eqiiino 05, 24 horas apds a sobrecarga (Figura 15).

Figura 15. Conteddo cor verde-oliva no célon dorsal direito (a) e verde esbranquicada no
colon ventral direito (b) do eqiiino 05, 24 horas ap6s sobrecarga dietética com amido.

Em relacdo ao célon transverso e c6lon descendente, observou-se uma diferenca
marcante no conteido dos animais submetidos a sobrecarga dietética com amido e os animais
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do grupo controle. Nos animais submetidos a sobrecarga o contetido foi de pastoso a semi-
liquido e coloracdo esverdeado, enquanto no grupo controle, houve presenca bem
caracteristica de sibalas e coloragao verde-oliva.

Os valores médios e desvio padrdo do pH do contetdo da digesta no TGI de eqiiinos
eutanasiados nos tempos zero, 24 e 36 horas apds a sobrecarga dietética com amido estao
apresentados na Tabela 8 e ilustrados na Figura 16.

Tabela 8. Valores médios e desvio padrao do pH do contetido da digesta nos segmentos do
trato gastrointestinal e nas fezes dos eqiiinos eutanasiados nos tempos zero, 24 e 36 horas pds-
sobrecarga.

Tempo Pds-sobrecarga (horas)

?ﬁir;?;l;?: Controle 24 horas 36 horas CV

(n=2) (n=3) (n=3) (%)
Estdmago 2,96+0,774 5,04+0,49 A% 3,60+1,344 29,56
Duodeno 6,04+0,265¢ 6,63+0,25%®  5,38+0,30°°% 5,88
Jejuno 7,21+0,224 7,05+0,36 7,38+0,12 3,89
fleo 7,52+0,03" 6,89+0,71" 7,06+0,53"% 5,01
Ceco 6,74+0,00"° 6,11+0,90"" 6,52+0,79" 11,26
Célon ventral direito 6,49+0,034° 5,43+0,90 5,48+0,66"¢ 13,44
Célon ventral esquerdo  6,49+0,08*° 5,37+0,87 5,27+0,8"< 15,19
Célon dorsal direito 6,41+0,10™ 4,62+0,21%¢ 4,49+0,21"¢ 4,16
Coélon transverso 6,50+0,05"° 4,63+0,235¢ 4,71+0,218% 3,84
Célon descendente 6,57+0,03"° 4,560,175 4,810,328 4,21
Fezes 6,60+0,134° 5,60+£0,425¢0  4,84+0,72°% 3,89
CV (%) 4,40 10,14 11,93

Meédias, nas linhas, seguidas de letras maitdsculas diferentes diferem entre si pelo teste t de Student (P<0,05).
Meédias, nas colunas, seguidas de letras mintsculas diferentes diferem entre si pelo teste t de Student (P<0,05).
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Figura 16. Valores médios do pH do conteido da digesta dos segmentos do trato
gastrointestinal de eqiiinos eutanasiados nos tempos zero, 24 e 36 horas pds-sobrecarga.
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Em relacdo ao pH do conteido da digesta estomacal, ndo houve diferenca (P>0,05)
entre os animais submetidos a sobrecarga dietética com amido e eutanasiados 24 e 36 horas
apods a sobrecarga e os animais do grupo controle (tempo zero), com valores médios de 5,64,
3,60 e 2,96, respectivamente. Os valores médios do pH estomacal nos animais avaliados 24
horas pés-sobrecarga estdo bem acima dos observados no grupo controle € nos animais
avaliados 36 horas pds-sobrecarga e, pode ser justificado pelo refluxo de contetido
proveniente do duodeno no momento da necropsia.

Dentre os segmentos do intestino delgado, o duodeno foi o tnico que apresentou
diferenca (P<0,05) nos valores de pH do conteido da digesta entre os animais submetidos a
sobrecarga com amido e eutanasiados as 24 e 36 horas apds a sobrecarga e os do grupo
controle, com valores médios de 6,63, 5,38 e 6,04, respectivamente. No jejuno e ileo, ndo
houve diferenca (P>0,05) no pH dos contetidos entre os animais e, foram os segmentos que
apresentaram valores mais elevados de pH em todo o trato gastrointestinal, que decorre da
producdo de tampdao HCOs; pelo pancreas e liberacdo para o duodeno juntamente com o
tampao PO, origindrios da dieta, ambos contribuindo para melhor capacidade de
tamponamento do contetido do intestino delgado (DUKES, 1996).

No intestino grosso, tanto o contetdo da digesta do ceco como no célon ventral direito
e cOlon ventral esquerdo ndo apresentaram diferenca nos valores de pH entre os animais
(P>0,05). No entanto, houve reducdo no pH dos contetidos do c6lon ventral direito e célon
ventral esquerdo nos animais submetidos a sobrecarga dietética com amido e avaliados as 24
e 36 horas apds a sobrecarga, com valores médios de 5,43 e 5,48 para 5,37 e 5,27,
respectivamente. Nos eqiiinos do grupo controle, o pH do contetido da digesta permaneceu
constante desde o ceco até o c6lon descendente com valores de 6,74 e 6,57, respectivamente.

A partir do c6lon ventral esquerdo, em todos os segmentos como o cdOlon dorsal
direito, célon transverso e célon descendente houve uma reducdo no pH do conteido da
digesta nos animais submetidos a sobrecarga dietética com amido, porém nao houve diferenca
(P>0,05) entre os animais eutanasiados as 24 e 36 horas apds a sobrecarga, com valores
médios de 4,62, 4,63, 4,56 ¢ 4,49, 4,71, 4,81, respectivamente, mas diferiram do pH
observado nos animais do grupo controle, com valores médios de 6,41, 6,50 e 6,57,
respectivamente (P<0,05).

Em relacdo as fezes, observou-se diferenca nos valores de pH dos animais submetidos
a sobrecarga e avaliados apds 24 e 36 horas comparado com os animais do grupo controle
com valores médios de 4,94, 4,84 e 6,60, respectivamente (P<0,05). Os valores de pH fecal
nos animais submetidos a sobrecarga e avaliados apds 36 horas e nos animais do grupo
controle, com valores de 6,60 e 4,84, respectivamente, foram semelhantes aos valores de pH
no célon dorsal direito, célon transverso e célon descendente, apresentado anteriormente. Nos
animais submetidos a sobrecarga e avaliados apds 24 horas o pH fecal foi superior ao pH no
cblon dorsal direito, colon transverso e colon descendente, com valores médios de 5,60, 4,62,
4,63 e 4,56, respectivamente.

Nos animais do grupo controle, os valores de pH nos segmentos do TGI estdo de
acordo com os valores observados por Mackie et al. (1988) avaliando eqiiinos higidos com
valores médios de pH do duodeno, jejuno, ileo, ceco e cdlon de 6,32, 7,10, 7,47, 6,70 e 6,67,
respectivamente. Em relagdo aos animais submetidos a sobrecarga com amido, a redu¢dao nos
valores de pH no intestino grosso foi mais acentuada devido a proliferacdo de bactérias
produtoras de 4cido latico, as quais crescem em pH baixo, juntamente com a produgdo
aumentada de AGVs derivados da fermentacao bacteriana (MEDINA et al., 2002).

Os segmentos do intestino delgado e ceco dos eqiiinos submetidos a sobrecarga
dietética com amido e avaliados ap6s 24 e 36 horas apresentaram maiores valores de pH. Isso
pode ser justificado pela grande quantidade de tampdes HCOs secretado pelo pancreas no
duodeno, e POg, origindrio da dieta, contribuindo para a capacidade de tamponamento dos
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conteddos da digesta no duodeno, jejuno, ileo e no intestino grosso, principalmente ceco, o
qual é beneficiado pelo fluxo de tampao HCOj3 proveniente do ileo (DUKES, 1996).

Os valores de pH observados no célon ventral direito, célon ventral esquerdo, célon
dorsal direito, célon transverso e c6lon descendente dos animais submetidos a sobrecarga
dietética com amido e avaliados 24 e 36 horas apds a sobrecarga, indica que sdo os locais nos
quais ocorreu maior processo fermentativo devido a sobrecarga e sdo os mais predispostos a
lesdes de mucosa. Segundo Dukes (1996), o pH de 5,0 ou menos comeca a causar lesdo a
mucosa do colon.

Em estudo realizado por Garner et al. (1978), com eqiiinos fistulados no ceco e
submetidos a sobrecarga com carboidratos hidrolisdveis, observaram redugdo significativa nos
valores de pH do conteido cecal, 8 e 24 horas apds a sobrecarga, de 5,72, 4,14,
respectivamente, comparados ao grupo controle com pH 7,18. Estes valores discordantes dos
valores de pH do contetido cecal observados no presente estudo, de 6,11e 6,52, as 24 e 36
horas apds a sobrecarga, respectivamente.

Tal fato pode ser devido aos animais utilizados no presente estudo estarem
consumindo uma dieta com alta concentragdo de carboidratos hidrolisdveis na propor¢cao de
60:40 em relagdo a volumoso/concentrado e, o ambiente cecal possuir uma quantidade maior
de bactérias adaptadas ao ambiente mais 4dcido capazes de transformar o &4cido latico
produzido pela fermentacdo microbiana em AGVs, minimizando a reducdo no pH em
situagdes de sobrecarga (DUKES, 1996). Outra explicacido seria devida esses animais, por
estarem consumindo uma dieta rica em carboidratos, os sistemas-tampao estdo sendo
produzidos em maior quantidade no pancreas, ileo e intestino grosso, resultante do processo
de adaptacao.

Moore et al. (1979) utilizando o mesmo modelo experimental em dois eqiiinos ceco-
fistulados recebendo 17,6 g de amido/kg de peso corporal observaram redug@o nos valores de
pH do contetdo cecal, as trés horas apds a sobrecarga e permaneceu reduzindo até as 12 horas
apos, com valores de 5,40 e 6,76, 4,55 e 5,02, respectivamente, e valores de pH médio de 7,12
antes da sobrecarga.

Al Jassim (2006) avaliou o efeito do processamento do grdo de sorgo no pH do
conteddo do TGI de eqiiinos e observou que nao houve diferenga entre as dietas (P>0,05). Na
regido ndo glandular do estdbmago os valores médios de pH variaram de 4,0 a 4,3 para dietas
composta de sorgo laminado e floculado, enquanto que na regido glandular o pH foi de 2,0 a
2,5, respectivamente. No intestino delgado e no restante do TGI, os valores de pH foram
acima de 6,0, concordando com os valores de pH encontrados no contetido do TGI dos
animais controle, no presente estudo. Isto pode ser explicado pela quantidade de amido na
dieta da literatura citada ser semelhante a consumida pelos eqiiinos no presente estudo, de
3,26 e 3,12 g de carboidrato /kg de peso vivo, respectivamente.

Goodson et al. (1988) utilizando pdnei fistulado no ceco, consumindo dieta exclusiva
de feno seguido de mudanga abrupta para dieta rica em concentrado, observaram reducdo do
pH cecal nas primeiras sete horas pds-alimentacdo em ambas as dietas, porém a dieta rica em
concentrado provocou redu¢do mais acentuada no pH cecal comparado a dieta exclusiva de
feno, com valores de 5,9 e 6,4, retornando aos valores de pH pré-alimentacdo, de 7,7, as 24
horas pos-alimentacdo. Estes valores sdo semelhantes aos valores de pH cecal observados nos
animais submetidos a sobrecarga dietética com amido e avaliados as 24 e 36 horas apds e
animais do grupo controle, no presente estudo, com valores médios de 6,11, 6,52 e 6,74,
respectivamente.

Resultados semelhantes aos encontrados no presente estudo, em relacdo ao pH cecal,
também foram observados por Moore-Colyer et al. (2000) utilizando poneis fistulados no
ceco e submetidos a diferentes dietas. Nao observaram diferenga (P>0,05) entre os valores de
pH cecal cinco horas apds a alimentacdo e durante oito horas de avaliacdo com os animais
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consumindo diferentes dietas compostas de cubos de feno peletizados, casca de aveia/flocos
de aveia (67:33), polpa de beterraba sem melago/ polpa de beterraba com melaco (75:25) e
actucar de beterraba sem melaco/cubos de feno (50:50), mantendo o pH cecal acima de 6,5.

Estudos realizados por De Fombelle et al. (2001), utilizando pdneis fistulados no ceco
e cOlon ventral direito visando a comparagdo de uma dieta exclusiva de feno com dietas
compostas por feno e cevada na propor¢do de 70:30 e 50:50, fornecida duas vezes ao dia,
observaram que a incorporagdo abrupta de cevada de ambas as dietas nao foi seguida por uma
variacdo significativa nos valores de pH cecal e do conteudo do cdlon, de 6,54 a 6,48,
respectivamente. Sendo que a quantidade de amido fornecido por refeicdo nio excedeu 2,3
g/kg de peso corporal, abaixo do limite maximo de 3,5 a 4 g/kg de peso corporal
recomendado para prevengdo de distdrbios digestivos (POTTER et al., 1992). J4 no presente
estudo, a quantidade de carboidratos hidrolisaveis utilizado na sobrecarga foi de 15,8 g/kg de
peso corporal, 3,95 vezes mais o limite recomendado e, no entanto, os valores de pH do
conteddo cecal foram similares, porém os valores do pH do célon ventral direito apds 24 e 36
horas da sobrecarga foram menores, de 5,43 e 5,48.

Julliand et al. (2001) utilizando os mesmos animais e dietas do experimento anterior,
porém com um periodo de quatorze dias de adaptacdo as dietas observaram diferencgas entre
valores de pH cecal e do c6lon ventral direito nos animais recebendo dieta exclusiva de feno e
50:50 de feno e cevada, com valores de 6,74 e 6,26, respectivamente (P<0,1). Estes resultados
sdao semelhantes aos valores de pH cecal nos animais avaliados nos tempos zero, 24 e 36
horas pds-sobrecarga, de 6,74, 6,11 e 6,52, porém diferem dos valores médios de pH
observados no cdlon ventral direito, as 24 e 36 horas pds-sobrecarga, de 5,43 e 5,48,
respectivamente.

Poucos dados sdo disponiveis para alteragdes no colon de eqiiinos consumindo dietas
com altos niveis de concentrado, porém ja é conhecida sua fun¢@o na digestdo da parede
celular das plantas (DROGOUL et al., 1995) e, € o principal local onde ocorrem distirbios
digestivos (FREEMAN, 1997). Eqiiinos que consomem dietas altamente energéticas, as quais
contém elevadas proporc¢des de concentrado em relagdo ao volumoso, mais que 0,4% do peso
vivo, a capacidade digestiva do intestino delgado € ultrapassada e grandes quantidades de
amido chegam ao intestino grosso, principalmente no c6lon (POTTER et al., 1992).

Os resultados descritos por De Fombelle et al. (2001) e Julliand et al. (2001)
demonstraram que o c6lon ventral direito foi mais afetado com a adi¢do de concentrado na
dieta comparado ao ceco, devido ao aumento na concentracdo de bactérias utilizadoras de
lactato e amiloliticas. Particulas pequenas passam rapidamente através do ceco e permanecem
por muito tempo no célon (DROGOUL et al., 1995), o que provavelmente ocorreu com o
amido de milho nos animais submetidos a sobrecarga, justificando os resultados observados
no presente estudo com maiores alteragdes do conteido e pH dos segmentos do célon nesses
animais comparado ao ceco. O pH do ceco nos animais submetidos a sobrecarga, manteve os
valores proximos aos animais controle, demonstrando maior resisténcia as dietas ricas em
concentrados e menos susceptiveis a lesdes de mucosa comparado ao célon.

Bailey et al. (2002) utilizando o conteido cecal de eqiiinos alimentados
exclusivamente por feno em um modelo in vitro de sobrecarga por carboidratos, avaliaram a
adicao de amido de milho e inulina (uma forma de carboidrato derivado de frutanos) e durante
24 horas, concluindo que a adicio de amido de milho e inulina resultou em reducao
significativa nos valores de pH, de 6,7 até 5,2 com amido de milho e 5,0 com a inulina 24
horas apds a incubacao. Os valores de pH referentes ao controle, permaneceram constantes até
24 horas ap0s a incubag@o com valores proximos da neutralidade, estando em acordo com os
valores de pH observado nos animais do grupo controle no presente estudo, de 6,74.
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Os valores médios da capacidade tampao no trato gastrointestinal de eqiiinos
submetidos a sobrecarga dietética com amido e avaliados a zero, 24 e 36 horas apds estao
apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Valores médios e desvio padrio da capacidade tampao (CT,) no trato
gastrointestinal de eqiiinos submetidos a sobrecarga dietética com amido e eutanasiados no
tempo zero, 24 e 36 horas apds a sobrecarga.

CT, (pH observado — 6,0) (mmol/L)

?ﬁtger;lgg;?: Controle 24 horas 36 horas (C(;/y)
(n=2) (n=3) (n=3)

Estdmago * * * -
Duodeno * 7,38+1,63 * -
Jejuno 56,13+32,70 58,88+14,88 41,92+7,80 35,22
fleo 75,56+12,2 55,88+1,13 35,50+30,00 43,90
Ceco 38,06+48,7 33,75+£16,25 51,38+16,38 42,35
Colon ventral direito 17,94+13,88 * *
Célon ventral esquerdo 25,13+24,93 * *
Colon dorsal direito 23,94+22.36 * *
Coélon transverso 20,50+13,08 * *
Coélon descendente 10,00+1,77 * *

*valores de pH abaixo de 6,0.

A CT; representa a capacidade que o animal tem de tamponar o contetdo intestinal até
o limite minimo de pH 6,0, responsdvel por causar acidose sub-clinica em eqiiinos com pH
cecal abaixo deste valor (RADICKE et al.,, 1991). Os resultados demonstram que a
capacidade tampao apresenta elevada variacdo entre os eqiiinos estudados representado pelo
elevado desvio padrao observado.

Os eqiiinos do grupo controle apresentaram maior capacidade de tamponamento
comparado com os eqiiinos submetidos a sobrecarga dietética com amido, representado pelos
valores de CT,. Estes animais controles apresentam capacidade de tamponar o conteido da
digesta até o pH 6,0 em todos os segmentos do TGI, exceto no estdmago e duodeno, enquanto
nos animais submetidos a sobrecarga somente foi possivel o tamponamento no intestino
delgado e ceco. Provavelmente devido aos tampdes HCOj secretados no duodeno e ileo
juntamente com POy, ambos carreados para o ceco exercendo efeito tamponante da digesta
cecal.

Os valores médios e desvio padrio referentes a capacidade tampao no trato
gastrointestinal de eqiiinos submetidos a sobrecarga com amido e avaliados a zero, 24 e 36
horas apds estio apresentados na Tabela 10.

A CT,; representa a maior capacidade que o animal tem de tamponar o conteido
intestinal até o limite minimo de pH 5,0, o qual comeca a causar lesdo a mucosa do célon
(DUKES, 1996). Semelhante aos valores de CT,, os resultados demonstram elevada variacao
entre os eqiiinos estudados devido ao elevado desvio padrdao observado, porém os animais
controle apresentaram maior capacidade de tamponamento do conteido intestinal quando
comparado aos animais submetidos a sobrecarga dietética com amido.
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Tabela 10. Valores médios e desvio padrio da capacidade tampao (CT;) no trato

N

gastrointestinal de eqiiinos submetidos a sobrecarga dietética com amido e avaliados apds
zero, 24 e 36 horas pds-sobrecarga.

CT; (pH observado — 5,0) (mmol/L)

?ﬁtger;lgg;?: Controle 24 horas 36 horas (C(;/Z/)
(n=2) (n=3) (n=3)

Estdmago * 21,00+25,10 *
Duodeno 18,2549,55 17,25+2,50 *
Jejuno 101,13+£53,92 89,63+17,88 82,38+10,97 33,01
fleo 124,69+23,42 66,38+44,39 58,38+41,88 51,43
Ceco 96,19+68,68 80,25+88,87 79,50+30,25 50,67
Coélon ventral direito 56,19+36,15 32,50+5,00 51,94+27,31 67,05
Célon ventral esquerdo 79,75+56,21 30,38+4,88 54,63+29,38 78,10
Colon dorsal direito 90,88+64,88 * *
Coélon transverso 64,44+38,98 * *
Coélon descendente 27,50+5,30 * *

*pH abaixo de 5,0.

Dentre os segmentos do trato gastrointestinal, o jejuno, ileo e ceco apresentaram maior
CT, comparado aos segmentos do intestino grosso, independente do grupo experimental. Em
relacdo ao intestino grosso, a CT; do ceco foi maior nos animais controle comparado aos
animais submetidos a sobrecarga e avaliados apds 24 e 36 horas, com valores médios de
96,19, 80,25 e 79,50 mmol/L de contetido, respectivamente.

Observa-se que 24 horas apds a sobrecarga os eqiiinos nao conseguem tamponar o
conteddo no célon dorsal direito, colon transverso e colon descendente de forma eficiente
para manter o pH da digesta acima de 5,0 e, a partir dai, estdo sujeitos a lesdes de mucosa
devido ao ambiente 4cido nos segmentos, conseqiiéncia da intensa fermentacgao.

Em geral, pdde-se observar menor capacidade de tamponamento dos contetidos do
TGI para os eqiiinos submetidos a sobrecarga dietética com amido, e isso é fundamentalmente
devido a intensa fermentacdo do amido no intestino grosso, local em que observou-se maiores
alteracdoes do conteido da digesta e menores valores de pH, resultando em deplecdao dos
tampdes. Houve também, reducdo na capacidade tampao das fezes em fun¢ao da sobrecarga
ao longo das 36 horas de avaliagdo, resultado da fermentacdo do amido no TGI. No entanto,
os eqliinos ndo submetidos a sobrecarga, apresentaram maior capacidade de tamponamento
das fezes e dos segmentos do TGI, demonstrando menor risco de ocorrer distirbios digestivos
em eqiiinos consumindo dietas com menor concentracdo de carboidratos hidrolisaveis.

A avaliacio macroscépica, ndo observou-se alteracdes resultantes do processo
fermentativo no intestino grosso. Observou-se congestdo de mucosa difundidas ao longo do
trato gastrointestinal, provavelmente devido ao cloreto de potassio utilizado na eutandsia.

4.3 Alteracoes Histologicas e Histoquimicas na Mucosa Intestinal
A distribui¢do e intensidade da infiltracdo de células inflamatdrias e lesdes observadas

na mucosa e submucosa dos segmentos do TGI de eqiiinos eutanasiados as zero, 24 e 36 horas
apos a sobrecarga dietética com amido, estao apresentadas nas Tabelas 11, 12, 13 e 14.
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Tabela 11. Distribui¢do e intensidade da infiltracdo de células inflamatérias na mucosa dos segmentos do trato gastrointestinal de eqiiinos
submetidos a sobrecarga dietética com amido e avaliados através de exame histologico.

Grupos Células Inflamatorias Segmpntos do Trato Gastrointestinal Eqiiinos
Experimentais Estdbmago  Duodeno Jejuno lleo Ceco CVD CVE CDD CT CD
e - - - ’ - - - - - - 1
Neutréfilos NE i i i i i i i i i )
Controle e - - - +) +) + + + (+) (+) 1
(n=2) Eosindfilos NE (+) + + +(+) +(+) +(+) + + + 2
4 - + + + + +(+) +(+) +(+) +) +) 1
Células Mononucleares NE () () () (4 () () N +(4) ’
- - - - - - - - - NE 3
Neutrdfilos - - - - - - - - - - 4
- - - - - - - - - - 5
24 horas p0s- - (+) + + + + +(+) + +) NE 3
sobrecarga Eosindfilos - - + +) + + + + + + 4
(n=3) - (+) (+) (+) +(+) (+) + +(+) (+) ) 5
- +) +(+) +(+) + +(+) ++ ++ - NE 3
Células Mononucleares - + +(+) + +(+) + +(+) +(+) + + 4
- + +(+) +(+) +(+) +(+) +(4) +(+) + + 5
- - - NE - LCE(+) LCE(+) LCE+ LCE®#) - 6
Neutréfilos - - - - - - - - - - 7
- - - NE - - - - - - 8
36 horas p6s- - - - NE + +(+) + + + + 6
sobrecarga Eosindfilos - - (+) + + + + + +) +) 7
(n=3) - (+) +(+) NE +(+) + ++ +(+) + + 8
- + + NE + +(+) +(+) + + + 6
Células Mononucleares - +(+) +(+) ++ +(+) +(+) ++ +(+) + + 7
- +(+) +(+) NE + +(+) +(+) ++ + + 8

— Lesao ausente, (+) discreta, + leve, +(+) leve a moderada, ++ moderada, NE = Ndo examinado.
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Tabela 12. Distribuicdo e intensidade da infiltracdo de células inflamatérias na submucosa dos segmentos do trato gastrointestinal de eqiiinos
submetidos a sobrecarga dietética com amido e avaliados através de exame histologico.

Grupos Células Inflamatorias ngmentos do Trato Gastrointestinal Eqiiinos
Experimentais Estomago Duodeno Jejuno  Ileo Ceco CVD CVE CDD CT CD
. - - - - - - - - - - 1
Neutrofilos NE ) ) ) ) ) ) ) ) } )
Controle e - - - - - (+) (+) (+) (+) (+) 1
(n=2) Eosindfilos NE + + ++ +(+) +(+) + (+) (+) +(+) 2
) - - - - - (+) (+) (+) - (+) 1
Células Mononucleares NE +) +) + +) +) (+) (+) (+) (+) 5
_ - - - - - - - - NE 3
Neutrofilos - LCE + - - LCE(+) LCE ) +) LCE (+) +) (+) 4
- - - - - - - - - - 5
24 horas p6s- - - ++)  +(+H) + (+) + ++ + NE 3
sobrecarga  Eosinéfilos - + +(+) (+) + + + +) + + 4
(n=3) - + + (+) +(+) + +(+) +(+) (+) (+) 5
- (+) + + (+) (+) +) + - NE 3
Células Mononucleares + - - - (+) (+) (+) (+) - (+) 4
- - (+) - + (+) + (+) - - 5
- - - NE - LCE+ LCE+ LCE+ LCE+ LCE(+) 6
Neutréfilos - - - - - - - - - - 7
i - - NE - - - - - - 8
36 horas p6s- - - - NE (+) + +(+) + (+) (+) 6
sobrecarga  Eosindfilos - + + +(+) +(+) +(+) + (+) (+) + 7
(n=3) +(+) +(+) ++ NE +(+) + +(+) +(+) +(+) +(+) 8
- - - NE (+) (+) (+) - - - 6
Células Mononucleares (+) - - - +) (+) +) +) +) +) 7
- - (+) NE (+) (+) (+) + (+) (+) 8

— Lesdo ausente, (+) discreta, + leve, +(+) leve a moderada, ++ moderada, NE = Nao examinado, LCE = Leucocitoestase.
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Tabela 13. Distribuicdo e intensidade das alteracdes circulatérias na mucosa dos segmentos do trato gastrointestinal de eqiiinos submetidos a
sobrecarga dietética com amido e avaliados através de exame histologico.

Grupos Alteragdes Circulatérias Segmentos do Trato Gastrointestinal Eqiiinos
Experimentais Estomago Duodeno Jejuno Ileo Ceco CVD CVE CDD CT CD
5 - - - - - (+) - - - 1
Congestao NE ) } ; . . i - - - 2
Controle - - - - - - - - - 1
(n=2) Edema NE ) ) ) ) } } ) ) ) 7
. ~ o - - - - - - - - - 1
Dilatagdo de Vasos linfaticos NE ] ] i ) i ] ] ] ) 5
- - - - - - - - - NE 3
Congestdo - - - +) - - - - - - 4
- - ++ + - - - +) - - 5
24 horas p6s- - - ++ ++ - - - +) - NE 3
sobrecarga Edema (+) - - - - - - - - - 4
(n=3) : : S o N S - - - 5
- - ++ +(+) - - - +) - NE 3
Dilatacdo de vasos linfaticos - - - - (+) - - - - - 4
- - - (+) + - - - - - 5
- - - NE - - (+) +(+) + - 6
Congestdo - - - - - - - - - - 7
- - - NE - - - - - - 8
36 horas pos- - - - NE - + - - - - 6
sobrecarga Edema - - - - - - (+) (+) - - 7
(n=3) - - - NE - +) - - - - 8
- - - NE - - - - - - 6
Dilatacdo de vasos linfaticos - - - - - - - - - - 7
- - - NE - (+) - - - - 8

— Lesdo ausente, (+) discreta, + leve, +(+) leve a moderada, ++ moderada, NE = Ndo examinado
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Tabela 14. Distribuicdo e intensidade das alteracdes circulatérias na submucosa dos segmentos do trato gastrointestinal de eqiiinos submetidos a
sobrecarga dietética com amido e avaliados através de exame histologico.

Grupos Alteragdes Circulatrias Segmentos do Trato Gastrointestinal Eqiiinos
Experimentais Estbmago Duodeno  Jejuno lleo Ceco CVD CVE CDD CT CD
- - : +) : O
Congestao NE } + . - - - - - - 2
Controle - - - - - - - - - - 1
(n=2) Edema NE ] ] ] i ] ] ] ] ] )
. ~ e - - - - + - - - - - 1
Dilatacdo de Vasos linfaticos NE ] ] ] i ] @ ] ) ) 5
- - - - - - - + + NE 3
Congestdo - + +) + + + - (+) - (+) 4
- : & Mo N o B ¢ N 5
24 horas pos- - - +(+) ) - - - ) - NE 3
sobrecarga Edema - - - ) - - - - - - 4
(n=3) - - - (+) - - +(+) + - - 5
- - ++(4) ++ - - - ++(4) - NE 3
Dilatac@o de vasos linfaticos - - (+) ) +) - (+) - - - 4
- + (6] (6] + - - - - - 5
- + + NE +) + +) +(+) + +) 6
Congestdo - - - - + + + + (+) - 7
- + + NE (+) - + +(+) - - 8
36 horas pos- - - - NE - - - - - - 6
sobrecarga Edema - - - - + - (+) + - - 7
(n=23) - - +(+) NE - - - - - - 8
: +) +  NE - : . . i i 6
Dilatacdo de vasos linfaticos - - - - + + + + - - 7
- - +(+) NE - (+) - (+) - - 8

— Lesdo ausente, (+) discreta, + leve, +(+) leve a moderada, ++ moderada, ++(+) moderada a acentuada, NE = Ndo examinado.
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Na avaliacdo histolégica da mucosa, observou-se infiltragio de granuldcitos com
predominancia de eosinéfilos em todos os animais estudados, independente da sobrecarga
dietética com amido. Nao houve infiltracao de neutréfilos na mucosa dos eqiiinos do grupo
controle ou dos eqiiinos eutanasiados 24 horas apds a sobrecarga, no entanto, nos eqiiinos
eutanasiados 36 horas apOs a sobrecarga, observou-se maior afluxo de neutr6filos nos vasos,
leucocitoestase, do c6lon ventral direito, c6lon ventral esquerdo, clon dorsal direito e c6lon
transverso no eqiiino 06, variando de discreta a leve. Isto pode ser justificado pelos valores de
pH observado no intestino grosso, 36 horas apds a sobrecarga, estar variando de 4,49 a 5,48,
causando irritagdo na mucosa e consequentemente induzindo a uma resposta inflamatéria
neste local.

A infiltracdo tecidual de células mononucleares como, por exemplo, linfocitos, foi
observada em todos os animais, pois sdo células, juntamente com os eosinéfilos, normalmente
presentes na mucosa e submucosa do intestino dos eqiiinos e sdo responsaveis pela imunidade
local da mucosa intestinal.

O grau de infiltracdo de células inflamatdrias observado na submucosa foi maior do
que na mucosa. Nos eqiiinos 04 e 06, submetidos a sobrecarga e avaliados 24 e 36 horas ap0s,
respectivamente, observou-se leucocitoestase de neutréfilos e eosindfilos, porém com
predominancia de neutréfilos restrito ao intestino grosso, local de maior fermentacdo. Nao
houve infiltragdo de neutrdfilos na submucosa dos animais do grupo controle. A infiltracdo de
eosinodfilos esteve presente em todos os eqiiinos estudados, porém observou-se maior grau de
infiltracdo dessas células na submucosa do intestino grosso, variando de leve a moderada.
Segundo Meschter et al. (1986), os eosindfilos sio comumente observados na mucosa e
submucosa intestinal de eqiiinos sob condi¢des normal e inflamatdria.

A infiltracdo de células mononucleares na submucosa dos eqiiinos foi semelhante a
observada na mucosa. O principal parametro para avaliagdo da resposta inflamatéria do TGI
na espécie eqiiina, nestas condi¢des, foi a infiltracdo neutrofilica porque sob condicdes
normais, ndo had presenca dessa célula na mucosa e submucosa intestinal, nem mesmo
marginando os vasos sanguineos.

Em relacdo as alteracOes circulatérias observadas na mucosa e submucosa dos
segmentos do TGI dos eqiiinos estudados, as que mais foram evidentes e sdao discutidas no
presente estudo foram congestdo, edema e dilatacdo de vasos linfaticos. Em algumas das
vezes, as alteragdes estiveram associadas ao grau de infiltragdo de células inflamatdrias.

Tanto em relacio a mucosa quanto a submucosa, a distribuicdo das alteragcdes
circulatérias ndo foi mais evidente no intestino grosso, como foi em relagdo a intensidade de
infiltracdo de células inflamatdrias. No entanto, o grau de intensidade das alteragdes foi mais
evidente na submucosa, concordando com a maior intensidade de células inflamatérias
infiltradas na submucosa.

Nos eqiiinos submetidos a sobrecarga dietética com amido, houve congestao moderada
da mucosa do jejuno do eqiiino 05, 24 horas ap6s a sobrecarga, enquanto que as 36 horas apds
a sobrecarga, congestao de leve a moderada foi observada no célon dorsal direito do eqiiino
06. Nos animais do grupo controle, observou-se discreta congestdo na mucosa do célon
ventral esquerdo do eqiiino 01, porém devemos levar em consideracdo que o cloreto de
potdssio utilizado na eutandsia provoca congestdo vascular na observagdo macroscépica e
microscopica.

Observou-se edema de intensidade moderada na mucosa do jejuno e ileo do eqiiino 03,
24 horas apds a sobrecarga, enquanto que nos animais avaliados 36 horas apds a sobrecarga,
edema discreto a leve foi observado na mucosa do c6lon ventral direito do eqiiino 06 e 08 e,
c6lon ventral esquerdo e c6lon dorsal direito do eqiiino 07. A dilatagdo dos vasos linféaticos
foi mais evidente na mucosa ileal do eqiiino 03, 24 horas apds a sobrecarga, com intensidade
de leve a moderada.
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O edema e a dilatagdo dos vasos linfaticos foram mais evidentes na mucosa dos
eqiiinos submetidos a sobrecarga e avaliados 24 horas apds a sobrecarga, quando comparado
aos avaliados 36 horas apds a sobrecarga. O jejuno, ileo e cdlon dorsal direito foram os
segmentos que apresentaram maior intensidade de edema e dilatagdo dos vasos linféticos,
variando de leve a moderada e de moderada a acentuada.

Em relacdo as alteragOes circulatérias observadas na submucosa dos eqiiinos
submetidos a sobrecarga dietética com amido e eqiiinos do grupo controle, observa-se
congestdo dos vasos sanguineos de discreta a leve em todos os eqiiinos avaliados as 24 horas
apds a sobrecarga, enquanto que 36 horas apds a sobrecarga, o eqiiino 06 e 08 apresentaram
congestdo de leve a moderada no c6lon dorsal direito. Nos eqiiinos do grupo controle, apenas
o animal 01 apresentou congestdo discreta no c6lon ventral esquerdo, célon dorsal direito e
c6lon descendente, provavelmente devido ao cloreto de potdssio utilizado na eutanésia.

O eqiiino 03, 24 horas apds a sobrecarga, apresentou edema e dilatacdo dos vasos
linfaticos de moderada a acentuada no jejuno, ileo e célon dorsal direito, enquanto que 36
horas apds a sobrecarga, o eqiiino 08 apresentou edema e dilatacdo dos vasos linfaticos de
leve a moderada no jejuno.

Krueger et al. (1986) avaliando as alteragdes morfoldgicas e patoldgicas na mucosa
cecal, por microscopia eletronica de varredura e transmissdo, em eqiiinos submetidos a
sobrecarga por carboidratos observaram, as 24 horas pds-sobrecarga, células balonadas ao
redor da abertura das criptas, porém somente 32 horas apds a sobrecarga estas alteracdes
foram evidentes. A degeneracdo celular com descamacdo do epitélio da mucosa cecal foi
observada as 40 horas, porém tornou-se mais evidente 48 horas apds a sobrecarga
permanecendo semelhante até 72 horas.

Meschter et al. (1986), ao exame histoldgico, constataram que as alteragdes
morfolégicas no TGI de eqiiinos com diversas causas de coélica, eram frequentemente
limitadas ao jejuno, ileo, ceco e c6lon maior. Edema, congestdao capilar, dilatacdo de vasos
linfaticos, e ocasionalmente hemorragia foi observado na ladmina prépria e, intenso infiltrado
celular composto de neutréfilos, linfécitos, eosinéfilos, leucocitos globdides e mastdcitos foi
observado freqiientemente na mucosa e submucosa. Algumas alteragdes circulatérias
encontradas na literatura corrente também foram observadas no presente estudo, no entanto,
no que concerne ao infiltrado celular, ndo houve a presenga de neutréfilos, sendo observado
leucocitoestase de neutrdfilos. O infiltrado observado no presente estudo foi composto
principalmente de eosinodfilos e células mononucleares tais como linfécitos, concordando com
o observado por Meschter et al. (1986).

Os achados histopatoldgicos observados no presente estudo foram bastante discretos
quando comparados com os achados histopatoldgicos observados por Meschter et al. (1986).
O quadro histolégico dos eqiiinos com vdérias causas de cdlica foi mais grave quando
comparado ao observado no presente estudo, demonstrando que os eqiiinos acometidos com a
sindrome coélica frequentemente recebem atendimento veterindrio, em geral, apds 36 horas do
inicio dos sinais clinicos.

De acordo com McConnico et al. (1999), alteracdes histopatolégicas sdo mais graves
em poOneis apresentando grandes nimeros de células inflamatdrias infiltradas na mucosa e
submucosa, principalmente eosinoéfilos, nas primeiras 24 horas em um modelo de colite aguda
induzida por 6leo de ricino.

AvaliacOes microscOpicas de bovinos que morreram de acidose ruminal devido a
sobrecarga por carboidratos apresentam papilas ruminais tumefeitas e epitélio com
vacuolizagdo citoplasmdtica, vesiculacio com ou sem erosodes, e tlceras. Em geral, hd uma
variacdo no numero de neutréfilos presentes na lamina prépria das papilas (JONES et al.,
2000).
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Infiltragdes de células inflamatérias na mucosa e submucosa do célon ventral direito
(CVD) e colon ventral esquerdo (CVE) de eqiiinos submetidos a sobrecarga com amido e
eutanasiados as zero e 36 horas apds a sobrecarga, através de exame histolégico, pode ser
observado na Figura 17.

Figura 17. (a) mucosa do célon ventral direito com infiltragdo por eosindfilos no eqiiino 02
(250x); (b) submucosa do célon ventral esquerdo com infiltragdo por eosindfilos e células
mononucleares no eqiiino 06 (250x), 36 horas pds-sobrecarga; eqiiino 06 com infiltragdo por
PMNs na superficie epitelial do célon ventral direito (c) (160x) e (d) (250x), 36 horas pds-
sobrecarga; (e) eqiiino 06 com leucocitoestase em vasos da submucosa (160x) e da mucosa (f)
(400x) do colon ventral direito, 36 horas pds-sobrecarga. (a — f) corado com H — E.
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Na Figura 17a, pode ser observado infiltracdo de eosindfilos de intensidade leve a
moderada na mucosa do eqiiino 02 do grupo controle e, na Figura 17b, a submucosa do c6lon
ventral esquerdo do eqiiino 06 com infiltracdo de eosindfilos com a mesma intensidade
observada no animal controle, porém 36 horas apds a sobrecarga. Estas observacdes
concordam com os resultados observados por Meschter et al. (1986), com eosindfilos
presentes na mucosa e submucosa intestinal de eqiiinos sob condi¢des normal e inflamatdria.
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Figura 18. (a — d) eqiiino 06; (a) mucosa do c6lon dorsal direito com vasos congestos (160x);
(b) submucosa do célon ventral direito com vasos congestos (400x); (c) mucosa do c6lon
ventral esquerdo com vasos congestos € leucocitoestase (250x); (d) submucosa do cdlon
dorsal direito com vasos congestos (250x), 36 horas pds-sobrecarga; (e) eqiiino 03, 24 horas
pos-sobrecarga, com edema da base da mucosa do jejuno (250x) e (f) edema da base da
mucosa e dilatacio dos vasos linfaticos do jejuno (100x); (a — f) corado com H — E.
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A infiltracdo de polimorfonucleares, com predominancia de eosindfilos na superficie
epitelial do célon ventral direito do eqiiino 06, 36 horas apds a sobrecarga dietética com
amido, estd representada na Figura 17c e 17d.

A leucocitoestase de neutréfilos e eosindfilos com predominancia de neutréfilos foi
uma alteracdo bem marcante observada na submucosa e mucosa do célon ventral direito do
eqiiino 06, o qual veio ao 6bito 32 horas apds a sobrecarga e, estd representada na figura 17e e
17f, respectivamente. Observam-se muitos neutréfilos no interior do vaso sanguineo e
aderidos a sua parede, caracteristico desta alteracdo, representando a migragcdo dos neutréfilos
para o intersticio da submucosa devido ao processo inflamatério no célon ventral direito.

As lesdes na mucosa e submucosa do c6lon ventral direito (CVD), c6lon ventral
esquerdo (CVE) e colon dorsal direito (CDD) do eqiiino 06, submetido a sobrecarga com
amido e vindo ao 6bito 32 horas apds a sobrecarga, bem como do eqiiino 03, 24 horas apds a
sobrecarga com lesdo na mucosa do jejuno estio apresentadas na Figura 18.

Na Figura 18a pode-se observar congestdo de leve a moderada dos vasos da mucosa
do cdlon dorsal direito, caracterizada pelos vasos irregularmente dilatados, enquanto que na
Figura 18b observa-se uma moderada congestdo da submucosa do célon ventral direito do
eqiiino 06, 36 horas apds a sobrecarga. Também observa-se no eqiiino 06, 36 horas apds a
sobrecarga, colon ventral esquerdo com congestdo dos vasos da mucosa juntamente com
leucocitoestase (Figura 18c) e cdlon dorsal direito com a submucosa apresentando vasos
bastante dilatados e repletos de sangue (Figura d).

O eqiiino 03, 24 horas pds-sobrecarga, apresentou o jejuno com edema moderado na
base da mucosa caracterizado pelo afastamento entre a mucosa e a muscular da mucosa, como
mostra a Figura 18e. Outra seccdo deste mesmo segmento, além da congestdo da base da
mucosa, mostrou vasos linfaticos dilatados (Figura 18f).

A imunorreatividade para o anticorpo anti-MPO classificada em graus de 1 a 4 de
acordo com o nimero de granuldcitos marcados esta representada na Figura 19.

O grau de imunorreatividade para o anticorpo anti-MPO baseado no nimero de
granulécitos marcados na mucosa e submucosa dos segmentos do TGI de eqiiinos
eutanasiados nos tempos zero, 24 e 36 horas pds-sobrecarga estd apresentado na Figura 20.

A MPO € uma enzima especifica dos granulos azurofilicos dos granuldcitos,
principalmente neutréfilos e eosindfilos e, a determina¢do da sua atividade na mucosa e
submucosa intestinal tem sido bastante usado como indice quantitativo de infiltracdo de
granulécitos (GRISHAM et al., 1990; McCONNICO et al., 1999; McCONNICOet al., 2002).

A sobrecarga dietética com amido em eqiiinos acarreta uma intensa fermentacio e
consequentemente reducdo do pH resultando em desenvolvimento de processo inflamatério
na mucosa do intestino grosso. Além disso, o estresse oxidativo com excessiva liberagao de
ROMs também contribui para destruicio tecidual (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989;
McCORD, 2000).

No presente estudo, a técnica de imuno-histoquimica revelou marcagdo acastanhada,
por diaminobenzidina, dos granuldcitos, indicando imunorreatividade para o anticorpo anti-
MPO humana em todos os segmentos avaliados do TGI. Os eqiiinos submetidos a sobrecarga
dietética com amido e eutanasiados 36 horas apds a sobrecarga, apresentaram maior grau de
imunorreatividade para o anticorpo anti-MPO em todos os segmentos do TGI, seguidos pelos
animais eutanasiados 24 horas apds a sobrecarga e os animais do grupo controle, com grau de
imunorreatividade variando de 2,7 a 4,0, 1,0 a 3,7 e 1,0 a 2,5, respectivamente.
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Figura 19. Imunorreatividade para o anticorpo anti-MPO classificada em graus de 1 a 4 de
acordo com o nimero de granuldcitos marcados, objetiva de 20x. Grau 1 — de 1 a 10 células
por campo no duodeno do eqiiino 01 (a); 2 — de 11 a 50 células por campo no duodeno do

eqiiino 03 (b); 3 - de 51 a 100 células por campo no célon descendente do eqiiino 01 (c); 4 —
>100 células por campo no célon transverso do eqiiino 06 (d).
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Figura 20. Grau de imunorreatividade para o anticorpo anti-MPO baseado no nimero de
células marcadas nos segmentos do TGI em eqiiinos eutanasiados nos tempos zero, 24 e 36
horas pés-sobrecarga. Grau (0) - auséncia de marcacdo, (1) - 1 a 10 células marcadas (2) - 11
a 50 células marcadas (3) - 51 a 100 células marcadas (4) - >100 células marcadas, em campo
de 200x.
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O grau de imunorreatividade para o anticorpo anti-MPO foi maior nos segmentos do
intestino grosso, principalmente célon dorsal direito, de 4,0, 3,7 e 2,5, nos animais
eutanasiados 36 e 24 horas apds a sobrecarga e os animais do grupo controle,
respectivamente. O c6lon foi o local que apresentou menores valores de pH, resultado da
fermentacdo do amido, justificando o maior nimero de granuldcitos infiltrados na mucosa e
submucosa desse segmento, expressado através de granuldcitos imunomarcados com o
anticorpo anti-MPO.

O estdbmago dos animais eutanasiados 36 horas apds a sobrecarga apresentou grau de
imunorreatividade anti-MPO muito superior aos animais eutanasiados 24 horas apds a
sobrecarga e animais controle, de 3,3, 1,0 e 1,5, respectivamente, demonstrando maior
infiltracdo de granuldcitos na mucosa e submucosa do estdmago. Segundo Nadeau et al.
(2003), a mucosa da regido ndo-glandular do estdbmago de eqiiinos exposta a elevadas
concentracoes de AGVs e pH<4,0, resulta em severas alteracoes funcionais e
histopatoldgicas, justificando o elevado grau de imunorreatividade anti-MPO neste segmento,
36 horas ap6s a sobrecarga dietética com amido.

Os animais submetidos a sobrecarga e eutanasiados 36 horas apds a sobrecarga,
apresentaram grau elevado de granulécitos imunomarcados com anticorpo anti-MPO,
demonstrando que estes animais apresentam maior infiltracdo de granuldcitos na mucosa e
submucosa do TGI, principalmente do intestino grosso, estando mais susceptiveis a lesdes de
mucosa comparado aos animais eutanasiados 24 horas apds a sobrecarga e aos animais
controle. O intestino delgado e grosso dos eqiiinos possuiu grande capacidade de produzir
ROMs e oxidantes clorados, através das oxidases encontradas nas células fagociticas
residentes, no endotélio microvascular e na mucosa epitelial (GRISHAM et al., 1988). Visto
que ROMs sdo capazes de causar, diretamente, danos reversiveis e irreversiveis para qualquer
biomolécula oxidavel estao sendo implicados em danos teciduais e celulares em praticamente
todas as doengas (VLESSIS et al., 1995; ROBBERECHT, 2000).

Krawisz et al. (1984) avaliando a atividade da MPO em modelos de inflamacao,
induziram colite em ratos com acido acético e enterites em hamsters com enterotoxina de
Clostridium difficile e, observaram que a atividade da MPO nos tecidos inflamados foi
diretamente proporcional ao nimero de neutr6filos observados em cortes histoldgicos.
McConnico et al. (1999), observaram correlacdo positiva entre a atividade da MPO e a
infiltracdo de granulécitos na mucosa e submucosa do intestino de poneis com colite aguda
induzida por 6leo de ricino.

Posteriormente, McConnico et al. (2002), observaram aumento gradual da atividade da
MPO até 12 horas apds a administracdo intracecal de 6leo de ricino com a diminui¢do dos
valores até 24 horas ap6s. O aumento da atividade intestinal da MPO correspondeu com a
manifestacdo de sinais clinicos adversos, incluindo hemoconcentragdo, diarréia aquosa
profusa, e outros sinais compativeis com endotoxemia intestinal.

A sobrecarga dietética com amido em eqiiinos pode resultar em alteracdes na
microbiota do ceco-c6lon com proliferacdo de bactérias produtoras de dcido lético, resultando
em reducdo nos valores de pH e morte de bactérias gram-negativas. O ambiente 4cido no
intestino grosso, pode levar o animal a desenvolver acidose sub-clinica, com pH cecal 6,0
(RADICKE et al., 1991) ou até mesmo promover lesdes na mucosa, com pH de 5,0 ou menos
(DUKES, 1996).

No presente estudo, a reducdo do pH no intestino grosso dos eqiiinos submetidos a
sobrecarga por carboidratos foi evidente, porém as lesdes apresentadas na mucosa e
submucosa do TGI dos eqiiinos ao exame histolégico ndo foram suficientes para causar danos
a mucosa. Isso se explica pelos animais estudados ndo desenvolverem quadro clinico de
endotoxemia € nem acidose metabdlica, demonstrado pela concentracdo de endotoxina
<0,1000 EU/mL e concentracao plasmatica de lactato méxima de 1,22 mmol/L.
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Provavelmente, devido ao grau de imunorreatividade contra o anticorpo anti-MPO nos
eqiiinos avaliados 36 horas apds a sobrecarga, comparado aos demais animais, estar bem
acima, representando elevada infiltracio de granuldcitos na mucosa e submucosa dos
segmentos do TGI, danos mais acentuados na parede intestinal estariam ocorrendo a partir das
36 horas podendo desenvolver quadro de acidose metabdlica, endotoxemia e até mesmo
laminite.

48



5 CONCLUSOES

A sobrecarga dietética com amido provoca alteracdes nas caracteristicas fisico-
quimicas das fezes e do conteido da digesta, com processo fermentativo intenso no intestino
grosso, independente da adaptagdo a dieta com niveis elevados de carboidratos hidrolisaveis.

Os eqiiinos submetidos a sobrecarga dietética com amido apresentam reducdo na
capacidade de tamponamento das fezes e do conteido da digesta do ceco-cdlon.

Os animais adaptados a dieta com niveis elevados de carboidratos hidrolisdveis e
submetidos a sobrecarga dietética com amido, apresentam altera¢des clinicas moderadas até
36 horas pds-sobrecarga.

O modelo de sobrecarga dietética com amido utilizado no presente estudo, resulta no
aumento da concentragdo plasmadtica de lactato sem acarretar quadro clinico de endotoxemia,
36 horas pds-sobrecarga, nos eqiiinos adaptados a dieta com niveis elevados de carboidratos
hidrolisaveis.

As alteracdes do processo fermentativo no trato gastrointestinal causam reacdo
inflamatoéria e lesdes de leve a moderada na mucosa e submucosa, principalmente do intestino
grosso dos eqiiinos, 36 horas pds-sobrecarga.

A mieloperoxidase pode ser utilizada como marcador do processo inflamatério no
modelo de sobrecarga dietética com amido, em eqiiinos.

A dieta composta de feno de capim Coastcross e ragdo concentrada na propor¢do de
40:60, nestas condicdes experimentais, mantém os valores de pH fecal e do conteido da
digesta do trato gastrointestinal dos eqiiinos dentro da normalidade.
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7  GLOSSARIO

AGVs dcidos graxos volateis;

AO aldeido oxidase;

CD c6lon descendente;

CDD célon dorsal direito;
CHCM concentracdo de hemoglobina corpuscular médio;
CHOy carboidratos hidrolisaveis;
Cr anio cloreto;

CT célon transverso;

CT, capacidade tampao;

Cv coeficiente de variacao;
CVD c6lon ventral direito;

CVE cOlon ventral esquerdo;
DAB diaminobenzidine;

EB energia bruta;

EDTA acido etilenodiamino tetra-acético;
EE estrato etéreo;

EU unidades de endotoxinas;
FDA fibra em detergente acido;
FDN fibra em detergente neutro;
FIB fibrinogénio;

H,0, peréxido de hidrogénio;
Hb hemoglobina;

HCOs bicarbonato;

He hematimetria;

HE hematoxilina e eosina;
HOCI1 acido hipoclorito;

ID intestino delgado;

LAL Limulus Amebocyte Lysate;
LIG lignina;

LPS lipopolissacarideos;

MO matéria organica;

MPO mieloperoxidase;

MS matéria seca;

Oy anio superéxido;

OH anio hidroxila;

PB proteina bruta;

PMNs polimorfonucleares;

PO, fosfato;

PPT proteina plasmética total;
ROMs metabdlitos de oxigénio reativo;
TBS salina tritamponada;

TGI trato gastrointestinal;

TPC tempo de preenchimento capilar;
VG volume globular;

VGM volume globular médio;

X0 xantina oxidase.



ANEXOS
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Anexo B - Procedimentos para emblocamento em parafina dos fragmentos do trato
gastrointestinal para andlise histopatoldgica.

Anexo C — Tabelas de andlise de variancia.
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Anexo A - Identificacao dos eqiiinos utilizados no experimento.

Grupos Experimentais Nome (1\?5312?0) (fﬁig:)
Controle Cast.anho 1 17
Queimado 2 18
300 3 17
24 horas P6s-sobrecarga Baio 4 27
Tordilho 5 18
Tordilhinho 6 25
36 horas Pds-sobrecarga Amarilho 7 20
Pampa 8 19
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Anexo B - Procedimentos para emblocamento em parafina dos fragmentos do trato
gastrointestinal para analise histopatolégica.

e Lavar o material em dgua corrente por 30 minutos;
e 8:30h — Alcool 96%;

e 10:00h — Alcool absoluto (D;

e 11:00h — Alcool absoluto (II);

e 14:00h — Alcool absoluto (I1I);

e 16:00h — Alcool absoluto (IV);

e 17:00h — Alcool absoluto (V) e manter durante a noite;
e 8:30h - Xilol (I);

¢ 10:00h — Xilol (II);

e 14:00h — Xilol (III);

e 17:00h — Parafina (I) e manter durante a noite;

e 8:30h — Parafina (II);

e 10:00h Parafina (III);

e  Emblocar.
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Anexo C — Tabelas de analise de variancia.

Andlise de varidncia dos valores médios da freqiiéncia cardiaca até 36 horas apds sobrecarga dietética com
amido.

Fontes de Variagao G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 3 0.9307604E-02 0.3102535E-02 0.980 ks
REP 5 0.1241124E-01 0.2482249E-02 0.784  wwkwwkx
Residuo 11 0.3482715E-01 0.3166104E-02

Coeficiente de Variacdo = 3.523

Andlise de variancia dos valores médios de freqii€ncia respiratdria até 36 horas apds sobrecarga dietética com
amido.

Fontes de Variacdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 3 198.0000 66.00000 3.393 0.05747
REP 5 162.0000 32.40000 1.665 0.22317
Residuo 11 214.0000 19.45455

Coeficiente de Variacdo = 22.736

Andlise de variancia dos valores médios da temperatura corporal até 36 horas apds sobrecarga dietética com
amido.

Fontes de Variacao G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 3 0.2911111 0.9703704E-01 0.472 sk
REP 5 0.7577778 0.1515556 0.737 ks
Residuo 11 2.262222 0.2056566

Coeficiente de Variacdo = 1.208

Andlise de varidncia dos valores médios do tempo de preenchimento capilar até 36 horas apds sobrecarga
dietética com amido.

Fontes de Variacao G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 3 1.819444 0.6064815 5.278 0.01689
REP 5 0.5694444 0.1138889 0.991  wksskekkok
Residuo 11 1.263889 0.1148990

Coeficiente de Variacdo = 15.065

Andlise de variincia dos valores médios da temperatura superficial do casco anterior direito até 36 horas apds
sobrecarga dietética com amido.

Fontes de Variacao G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 3 8.097667 2.699222 1.073  0.40820
REP 4 23.72900 5.932250 2.358 0.13115
Residuo 9 22.63900 2.515444

Coeficiente de Variagdo = 5.108
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Andlise de variancia dos valores médios da temperatura superficial do casco anterior esquerdo até 36 horas apds
sobrecarga dietética com amido.

Fontes de Variacio G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 3 9.084000 3.028000 1.039 0.42115
REP 4 11.60400 2.901000 0.995 sk
Residuo 9 26.23600 2915111

Coeficiente de Variacdo = 5.464

Andlise de varidncia dos valores médios da temperatura superficial do casco posterior direito até 36 horas apds
sobrecarga dietética com amido.

Fontes de Variagao G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 3 10.79467 3.598222 1.113  0.39382
REP 4 22.61067 5.652667 1.748  0.22333
Residuo 9 29.10533 3.233926

Coeficiente de Variacdo = 5.812

Andlise de variancia dos valores médios da temperatura superficial do casco posterior esquerdo até 36 horas apds
sobrecarga dietética com amido.

Fontes de Variacao G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 3 14.20700 4.735667 1.313  0.32928
REP 4 17.72900 4.432250 1.229 0.36443
Residuo 9 32.46300 3.607000

Coeficiente de Variacdo = 6.053

Andlise de variancia dos valores médios do volume globular até 36 horas apds sobrecarga dietética com amido.

Fontes de Variacao G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 3 0.3111669E-01 0.1037223E-01 4.619 0.02518
REP 5 0.7370922E-02 0.1474184E-02 0.656 ks
Residuo 11 0.2470263E-01 0.2245694E-02

Coeficiente de Variacdo = 3.210

Andlise de variancia dos valores médios da proteina plasmaética total até 36 horas apds sobrecarga dietética com
amido.

Fontes de Variacao G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 3 4.580000 1.526667 9.615 0.00208
REP 5 16.28000 3.2560002 0.505 0.00003
Residuo 11 1.746667 0.1587879

Coeficiente de Variacdo = 5.271

Andlise de variancia dos valores médios hemoglobina até 36 horas apds sobrecarga dietética com amido.

Fontes de Variacio G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 3 0.2661865 0.8872885E-01 2.035 0.16741
REP 5 0.2965921 0.5931842E-01 1.360 0.31062
Residuo 11 0.4796397 0.4360361E-01

Coeficiente de Variagdo = 7.925
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Andlise de variancia dos valores médios de fibrinogénio até 36 horas apds sobrecarga dietética com amido.

Fontes de Variacio G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 3 6.229092 2.076364 2.194 0.14621
REP 5 5.941981 1.188396 1.256 0.34833
Residuo 11 10.40800 0.9461822

Coeficiente de Variacdo = 10.585

Andlise de variincia dos valores médios do volume globular médio até 36 horas apds sobrecarga dietética com
amido.

Fontes de Variacao G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 3 376.1928 125.3976 3.026 0.07538

REP 5 685.4074 137.0815 3.307 0.04571

Residuo 11 455.9072 41.44611

Coeficiente de Variacdo = 11.168

Andlise de variancia dos valores médios da concentragdo de hemoglobina corpuscular médio até 36 horas apés
sobrecarga dietética com amido.

Fontes de Variacao G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 3 84.83577 28.27859 2.955 0.07950
REP 5 2014625 40.29250 4211 0.02198
Residuo 11 105.2502 9.568201

Coeficiente de Variacdo = 9.718

Andlise de variancia dos valores médios do numero de hemdcias até 36 horas apds sobrecarga dietética com
amido.

Fontes de Variacao G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 3 0.4293833 0.1431278 1.126 0.38070
REP 5 3.493850 0.6987700 5.497 0.00888
Residuo 11 1.398317 0.1271197

Coeficiente de Variacdo = 6.994

Andlise de variancia dos valores médios do nimero de leucdcitos global até 36 horas apés sobrecarga dietética
com amido.

Fontes de Variacdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 3 0.8016543E+08 0.2672181E+08 1.895 0.18894
REP 5 0.4265594E+08 8531189. 0.605 HHkHkxk
Residuo 11 0.1551208E+09 0.1410189E+08

Coeficiente de Variacdo = 35.242

Andlise de variancia dos valores médios do nimero de eosindfilos até 36 horas ap6s sobrecarga dietética com
amido.

Fontes de Variacio G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 3 106360.2 35453.40 3.557 0.05109
REP 5 228845.1 45769.01 4.592 0.01655
Residuo 11 109637.4 9967.037

Coeficiente de Variacdo = 36.170
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Andlise de variincia dos valores médios do nimero de bastonetes até 36 horas apds sobrecarga dietética com

amido.

Fontes de Variacio G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 3 4.940616 1.646872 3.752 0.04457
REP 5 8.375177 1.675035 3.816 0.02995
Residuo 11 4.828584 0.4389622

Coeficiente de Variacdo = 31.938

Andlise de variancia dos valores médios do nimero segmentados até 36 horas apds sobrecarga dietética com
amido.

Fontes de Variacio G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 3 0.2810599E+08 9368662. 1.595 0.24664
REP 5 0.2279706E+08 4559412. 0.776 ik
Residuo 11 0.6462080E+08 5874618.

Coeficiente de Variacdo = 43.231

Andlise de variancia dos valores médios do niimero de linfécitos até 36 horas apds sobrecarga dietética com
amido.

Fontes de Variacao G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 3 6809449. 2269816. 0.913 koo
REP 5 0.1665687E+08 3331374. 1.339 0.31787
Residuo 11 0.2736060E+08 2487327.

Coeficiente de Variacdo = 39.697

Andlise de varidncia dos valores médios do nimero de mondcitos até 36 horas apds sobrecarga dietética com
amido.

Fontes de Variacao G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 3 60744.44 20248.15 0.584 koo
REP 5 249890.2 49978.05 1.441 0.28435
Residuo 11 381445.8 34676.89

Coeficiente de Variacdo = 41.075

Andlise de variancia dos valores médios da concentracdo plasmdtica de lactato até 36 horas apds sobrecarga
dietética com amido.

Fontes de Variacao G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TRAT 10 1.172298 0.1172298 2.772  0.01096
REP 5 0.3489046 0.6978092E-01 1.650 0.16979
Residuo 39 1.649325 0.4229037E-01

Coeficiente de Variacdo = 23.454

Andlise de variancia dos valores médios da concentracdo plasmdtica de glicose até 36 horas apds sobrecarga
dietética com amido.

Fontes de Variagao G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPOS 10 14287.82 428.782 3.469 0.00245
REP 5 4618.337 923.6673 2242 0.06922

Residuo 39 16064.79 411.9177
Coeficiente de Variacdo = 21.456
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Andlise de variancia dos valores médios do pH do contetido da digesta estomacal nos grupos experimentais.

Fontes de Variacio G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 2 6.779772 3.389886 2597 .18925
REP 2 0.6272222E-02 0.3136111E-02 0.002 sk
Residuo 4 5.220444 1.305111

Coeficiente de Variacdo = 29.566

Andlise de variancia dos valores médios do pH do contetido da digesta do duodeno nos grupos experimentais.

Fontes de Variacao G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 2 2.346200 1.173100 10.762 0.02456
REP 2 0.5460000E-01 0.2730000E-01 0.250 sk
Residuo 4 0.4360000 0.1090000

Coeficiente de Variacdo = 5.490

Andlise de variancia dos valores médios do pH do contetdo da digesta do jejuno nos grupos experimentais.

Fontes de Variacao G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 2 0.1603389 0.8016944E-01 1.021 0.43822
REP 2 0.8270556E-01 0.4135278E-01 0.527 sk
Residuo 4 0.3140111 0.7850278E-01

Coeficiente de Variagdo = 3.885

Andlise de variancia dos valores médios do pH do contetdo da digesta do {leo nos grupos experimentais.

Fontes de Variagao G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 2 0.6340667 0.3170333 2464 0.20073
REP 2 1.071667 0.5358333 4.165 0.10526
Residuo 4 0.5146667 0.1286667

Coeficiente de Variacdo = 5.012

Andlise de variancia dos valores médios do pH do contetddo da digesta cecal nos grupos experimentais.

Fontes de Variacio G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 2 0.5968167 0.2984083 0.565 sk
REP 2 0.7848167 0.3924083 0.743 ek
Residuo 4 2.112167 0.5280417

Coeficiente de Variacdo = 11.257

Andlise de varidncia dos valores médios do pH do contetido da digesta do cdlon ventral direito nos grupos

experimentais.

Fontes de Variacio G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 2 2.138822 1.069411 1.760  0.28290
REP 2 0.5828889E-01 0.2914444E-01 0.048 sk
Residuo 4 2.430178 0.6075444

Coeficiente de Variacdo = 13.436
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Andlise de variancia dos valores médios do pH do contetido da digesta do célon ventral esquerdo nos grupos
experimentais.

Fontes de Variacio G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 2 2.731517 1.365758 1.816 0.27471
REP 2 0.9911667E-01 0.4955833E-01 0.066  FwwwwkE
Residuo 4 3.008467 0.7521167

Coeficiente de Variacdo = 15.193

Andlise de variancia dos valores médios do pH do contetido da digesta do cdlon dorsal direito nos grupos
experimentais.

Fontes de Variagao G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 2 6.907400 3.453700 74.380 0.00069
REP 2 0.9866667E-02 0.4933333E-02 0.106 sk
Residuo 4 0.1857333 0.4643333E-01

Coeficiente de Variacdo = 4.165

Andlise de variancia dos valores médios do pH do conteido da digesta do cdlon transverso nos grupos
experimentais.

Fontes de Variacio G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 2 6.718822 3.359411 81.616 0.00057
REP 2 0.3602222E-01 0.1801111E-01 0.438 ek
Residuo 4 0.1646444 0.4116111E-01

Coeficiente de Variacdo = 3.843

Andlise de variancia dos valores médios do pH do conteido da digesta do célon descendente nos grupos
experimentais.

Fontes de Variacio G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 2 7.200200 3.600100 71.811 0.00073
REP 2 0.6326667E-01 0.3163333E-01 0.631 sk
Residuo 4 0.2005333 0.5013333E-01

Coeficiente de Variacdo = 4.214

Andlise de variancia dos valores médios do pH fecal nos grupos experimentais.

Fontes de Variacdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 2 4.675200 2.337600 48.016 0.00160
REP 2 0.9034667 0.4517333 9.279 0.03144
Residuo 4 0.1947333 0.4868333E-01

Coeficiente de Variacdo = 3.885

Andlise de varidncia dos valores médios do pH do contetiido da digesta do trato gatrogastrointestinal do grupo
controle.

Fontes de Variacao G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
SEGMENTO 10 42.01137 4.201137 54.567 0.00000
Residuo 22 1.693800 0.7699091E-01

Coeficiente de Variacdo = 4.391
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Andlise de varidncia dos valores médios do pH do conteido da digesta do trato gatrogastrointestinal 24 horas
apods a sobrecarga dietética.

Fontes de Variacio G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
SEGMENTO 10 25.41000 2.541000 7.780  0.00003
Residuo 22 7.185033 0.3265924

Coeficiente de Variacdo = 10.150

Andlise de variincia dos valores médios do pH do contetido da digesta do trato gatrogastrointestinal 36 horas
apods a sobrecarga dietética.

Fontes de Variacdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
SEGMENTO 10 39.64142 3.964142 9.583  0.00000
Residuo 22 9.100200 0.4136455

Coeficiente de Variacdo = 11.929

Regressdo linear dos valores médios do pH fecal em funcio do tempo.

Fontes de Variacao GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F Probab.
Devido a Regressao 1 2.944189 2.944189 59.77  0.0000
Independente 9 0.4432974 0.4925527E-01

1’ = 0,855

Regressdo linear dos valores médios da capacidade tampao (CT,) em fungdo do tempo.

Fontes de Variacao GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F Probab.
Devido a Regressao 1 8.042596 8.042596 8.16 0.0461
Independente 4 3.942321 0.9855802

r = 0,588

Regressdo linear dos valores médios da capacidade tampao (CT,) em fungdo do tempo.

Fontes de Variacao GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F Probab.
Devido a Regressao 1 82.17620 82.17620 91.50 0.0000
Independente 7 6.286400 0.8980571

r=0919

Andlise de variancia dos valores médios do pH contetido da digesta no grupo controle.

Fontes de Variacio G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
SEGMENTOS 10 42.00026 4.200026 60.076 0.00000
Residuo 22 1.538067 0.6991212E-01

Coeficiente de Variacdo = 4.185

Andlise de variancia dos valores médios do pH do conteido da digesta 24 horas apds a sobrecarga dietética com
amido.

Fontes de Variacio G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
SEGMENTOS 10 26.49051 2.649051 8.152 0.00002
Residuo 22 7.149300 0.3249682

Coeficiente de Variacdo = 10.223
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amido.

Andlise de variancia dos valores médios do pH do contetido da digesta 36 horas apds a sobrecarga dietética com

Fontes de Variacio G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
SEGMENTOS 10 39.81370 3.981370 9.748 0.00000
Residuo 22 8.985000 0.4084091

Coeficiente de Variacdo = 11.863

Andlise de variancia dos valores médios do teor de dgua fecal até 36 horas apds

a sobrecarga dietética com
amido.
Fontes de Variacao G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 10 308.5463 30.85463 1.160 0.34618
REP 5 178.1245 35.62490 1.339 0.26838
Residuo 39 1037.658 26.60662
Coeficiente de Variacdo = 7.101

Andlise de variancia dos valores médios do teor de dgua do conteido da digesta estomacal entre os grupos

experimentais.

Fontes de Variacao G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TRAT 2 768.8314 384.4157 3.672 0.15617
REP 2 398.7906 199.3953 1.905 0.29240
Residuo 3 314.0289 104.6763

Coeficiente de Variacdo = 12.389

Andlise de varidncia dos valores médios do teor de dgua do contetido da digesta do intestino delgado entre os

grupos experimentais.

Fontes de Variacao G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 2 40.75341 20.37670 6.301 0.08432

REP 2 11.14418 5.572088 1.723 0.31751

Residuo 3 9.702132 3.234044

Coeficiente de Variacdo = 1.862

Andlise de varidncia dos valores médios do teor de dgua do contetido da digesta cecal entre os grupos

experimentais.

Fontes de Variacio G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 2 6.428265 3.214133 0.236 Fxwskwwk
REP 2 66.74071 33.37035 2.447 0.23427
Residuo 3 40.91010 13.63670

Coeficiente de Variagdo = 3.987

Andlise de variancia dos valores médios do teor de d4gua do contetido da digesta do c6lon ventral direito entre os

grupos experimentais.

Fontes de Variacio G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 2 48.77055 24.38528 3.870 0.14762
REP 2 70.56101 35.28051 5.599 0.09712
Residuo 3 18.90239 6.300796

Coeficiente de Variagdo = 2.828
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Andlise de varidncia dos valores médios do teor de d4gua do contetddo da digesta do c6lon ventral esquerdo entre

0S grupos experimentais.

Fontes de Variacio G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 2 32.56378 16.28189 2.571 0.22367
REP 2 24.48159 12.24079 1.933 0.28884
Residuo 3 18.99941 6.333136

Coeficiente de Variacdo = 2.905

Andlise de varidncia dos valores médios do teor de d4gua do contetddo da digesta do cdlon dorsal direito entre os

grupos experimentais.

Fontes de Variacio G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 2 28.03604 14.01802 1.418 0.36864
REP 2 55.25303 27.62651 2.794 0.20648
Residuo 3 29.66559 9.888530

Coeficiente de Variacdo = 3.721

Andlise de variancia dos valores médios do teor de dgua do contetido da digesta do célon transverso entre 0s

grupos experimentais.

Fontes de Variacao G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 2 22.48473 11.24236 1.114 0.43475
REP 2 22.99735 11.49867 1.139 0.42849
Residuo 3 30.28203 10.09401

Coeficiente de Variacdo = 3.819

Andlise de variincia dos valores médios do teor de 4gua do conteudo da digesta do c6lon descendente entre os

grupos experimentais.

Fontes de Variacao G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 2 150.8324 75.41620 3.749 0.15276
REP 2 49.26009 24.63004 1.224 0.40853
Residuo 3 60.34671 20.11557

Coeficiente de Variacdo = 5.492

Andlise de variancia dos valores médios da capacidade tampao (CT,) do contetido da digesta do jejuno entre os

grupos experimentais.

Fontes de Variacao G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 2 431.7539 215.8770 0.648 HHkFwwk
REP 2 634.1810 317.0905 0.952 Hksskk
Residuo 3 999.4232 333.1411

Coeficiente de Variacdo = 35.217

Andlise de variincia dos valores médios da capacidade tampdo (CT,) do contetido da digesta do ileo entre os

grupos experimentais.

Fontes de Variacio G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 2 1790.431 895.2155 1.644 0.32953
REP 2 319.9596 159.9798 0.294 Aotk
Residuo 3 1633.517 544.5056

Coeficiente de Variacdo = 43.898
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Andlise de variancia dos valores médios da capacidade tampdo (CT,) do contetido da digesta do ceco entre os

grupos experimentais.

Fontes de Variacio G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 2 466.2705 233.1352 0.757 sk
REP 2 2512.105 1256.052 4.077 0.13948
Residuo 3 924.1845 308.0615

Coeficiente de Variacdo = 42.356

Andlise de variancia dos valores médios da capacidade tampao (CT;) do contetido da digesta do jejuno entre os

grupos experimentais.

Fontes de Variacio G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 2 270.8437 135.4219 0.153 sk
REP 2 1137.698 568.8490 0.644 sk
Residuo 3 2649.208 883.0694

Coeficiente de Variacdo = 33.099

Andlise de variincia dos valores médios da capacidade tampdo (CT,;) do contetido da digesta do ileo entre os

grupos experimentais.

Fontes de Variacao G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 2 6635.168 3317.584 2.064 0.27303
REP 2 3175.324 1587.662 0.988 kg
Residuo 3 4821.871 1607.290

Coeficiente de Variacdo = 51.430

Andlise de variancia dos valores médios da capacidade tampdo (CT;) do contetido da digesta do ceco entre os

grupos experimentais.

Fontes de Variacao G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 2 2388.844 1194.422 0.479 ks
REP 2 5732.883 2866.441 1.149 0.42611

Residuo 3 7484.250 2494.750

Coeficiente de Variacdo = 50.668

Andlise de varidncia dos valores médios da capacidade tampdo (CT;) do conteido da digesta do c6lon ventral

direito entre os grupos experimentais.

Fontes de Variacao G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 2 2732.177 1366.089 0.834  wwdkdkx
REP 2 20.16667 10.08333 0.006  FwEEEERE
Residuo 3 4913.271 1637.757

Coeficiente de Variacdo = 78.107

Andlise de variancia dos valores médios da capacidade tampdo (CT;) do contetido da digesta do c6lon ventral

esquerdo entre 0s grupos experimentais.

Fontes de Variagao G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TEMPO 2 826.8926 413.4463 0.440 ks
REP 2 30.37500 15.18750 0.016 sk
Residuo 3 2818.453 939.4844

Coeficiente de Variacdo = 67.054
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