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Resumo

Objetivo: Avaliar o efeito do pré e pds-condicionamento
isquémico sobre a lesdo tecidual na mucosa intestinal de
ratos submetidos ao processo de isquemia e reperfusdo
mesentérica.

Métodos: Foram estudados 30 ratos Wistar, distribuidos em
trés grupos: grupo A, em que se realizou isquemia (30 minutos)
e reperfusdo (60 minutos) mesentérica; grupo B, isquemia e
reperfusdo mesentérica precedidos pelo pré-condicionamento
isquémico por trés ciclos de isquemia e reperfusao com duragéo
de dois minutos cada; grupo C, isquemia e reperfusdo
mesentérica e, precedendo o inicio da reperfuséo, foi realizado
0 pos-condicionamento isquémico por trés ciclos de reperfusao
e isquemia com duragéo de dois minutos cada. Ao final, ressecou-
se um segmento do intestino delgado para analise histoldgica.
Avaliaram-se os resultados pela classificacdo de Chiu et al. e
procedeu-se ao tratamento estatistico.

Resultados: As médias dos graus de lesdo tecidual segundo
a classificacdo de Chiu et al. foram: no grupo A, 3,5; grupo
B, 1,2; grupo C, 1. A diferenca entre o resultado do grupo A
com os resultados dos grupos B e C foi considerada
estatisticamente significativa (P < 0,05).

Conclusao: O pré e p6s-condicionamento isquémico foram
capazes de minimizar, com intensidade semelhante, a lesdo
tecidual na mucosa intestinal de ratos submetidos ao
processo de isquemia e reperfusdo mesentérica.
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Abstract

Objective: To assess the preconditioning and
postconditioning effect on intestinal mucosal lesions in rats
undergone mesenteric ischemia and reperfusion procedure.

Methods: Thirty Wistar rats were studied and divided
into three groups: Group A, 10 rats undergone mesenteric
ischemia (30 minutes) and reperfusion (60 minutes); Group
B, 10 rats undergone mesenteric ischemia and reperfusion
preceded by ischemic preconditioning for three cycles of
ischemia and reperfusion for two minutes each; Group C,
10 rats undergone mesenteric ischemia and reperfusion and,
preceding the beginning of reperfusion, ischemic
postconditioning was performed for three cycles of
reperfusion and ischemia for two minutes each. Then, a
segment of small intestine was resected for histological
analysis. We assessed the results by Chiu et al. score and
the statistical analysis was performed.

Results: According to Chiu et al. score, the means of lesion
degree were: In the group A, 3.5; Group B, 1.2; Group C, 1.
The difference between group A with the groups B and C
was considered statistically significant (P < 0.05).

Conclusion: Ischemic pre- and postconditioning were
capable of minimizing - in a similar intensity - the tissue
injury on the intestinal mucosa of rats undergone
mesenteric ischemia and reperfusion process.

Descriptors: Ischemia. Reperfusion injury. Ischemic
preconditioning.
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INTRODUCAO

Em 1986, duas publicacdes trouxeram um grande avanco
para o tratamento da sindrome de isquemia e reperfusdo. A
primeira delas foi a de Parks e Granger [1], demonstrando que
a reperfusdo é mais lesiva do que a isquemia isoladamente,
fato até entdo desconhecido, promovendo uma grande
mudanga nos conceitos vigentes e dando inicio a inimeros
estudos que vieram elucidar a fisiopatologia da isquemia e
reperfusdo. A segunda publicacéo de grande importancia foi a
de Murry et al. [2], que trouxe o conceito do preé-
condicionamento isquémico (PrCl) como forma de minimizar
as lesBes de isquemia e reperfusdo. Estes autores descreveram
o efeito benéfico de curtos periodos de oclusdo coronaria
seguidos também por curtos periodos de reperfusdo, antes de
se iniciar a fase de isquemia propriamente dita, observando
reducdo na lesdo miocardica isquémica em caes.

Entretanto, existem situagdes em que a isquemia €é
identificada ja quando as lesdes estdo instaladas, nao
havendo oportunidade para emprego do pré-
condicionamento.

Em 2003, Zhao et al. [3] apresentaram o conceito do
pos-condicionamento isquémico (PoCl), que consiste na
realizacdo de um ou mais ciclos curtos de reperfuséo
seguidos por um ou mais ciclos curtos de isquemia,
imediatamente apo6s a fase de isquemia e antes de se dar a
reperfusdo permanente. Estes autores demonstraram que o
PrCl foi tdo eficaz quanto o PoCl na prevencéo das lesGes
de reperfuséo.

Este estudo levou a outros trabalhos que de forma
semelhante tém demonstrado a capacidade do PoCl de prevenir
as lesdes de isquemia e reperfusdo, tanto quanto o PrClI [4].

Se confirmada a eficécia do PoCIl em seres humanos,
este podera ser um grande avanco no tratamento da
isquemia e reperfusdo, uma vez que é muito frequente fazer-
se o diagnostico das lesdes deste processo quando a
isquemia ja ocorreu e, entdo, ndo haveria espago para
utilizacdo do PrCl. Em modelo experimental, j& existe
evidéncia de um provavel efeito protetor do PoCl sobre a
mucosa intestinal de ratos submetidos a isquemia e
reperfusdo mesentérica [5].

Assim, considerando as atuais evidéncias do valor do
PoCl em diminuir as lesGes teciduais decorrentes do
processo de isquemia e reperfusdo, torna-se de fundamental
importancia, e é objetivo deste estudo, avaliar
comparativamente a capacidade do PrCl e PoCl de atenuar
a lesdo tecidual intestinal no processo de isquemia e
reperfusdo mesentérica.

METODOS

Este estudo obteve aprovacao prévia da Comissdo de
Etica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

Animais estudados

Foram estudados 30 ratos (Rattus norvegicus albinus,
Rodentia, Mammalia), da linhagem Wistar, machos, adultos,
com peso variando de 270 a 350 gramas, com média de 305
gramas, provenientes do Biotério da Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul.

Grupos constituidos

Os animais foram distribuidos nos seguintes grupos:

e Grupo A - Isquemia e Reperfusdo: dez ratos submetidos
a isquemia intestinal por 30 minutos por oclusdo da artéria
mesentérica cranial com pinga vascular, seguida por
reperfusdo de 60 minutos;

¢ Grupo B - Pré-condicionamento isquémico: dez ratos
submetidos ao procedimento de isquemia durante 30
minutos por oclusdo da artéria mesentérica cranial com pinca
vascular e reperfusdo por 60 minutos. A fase de isquemia
foi precedida por trés ciclos de isquemia (dois minutos cada)
intercalados com trés ciclos de reperfusdo (dois minutos
cada);

¢ Grupo C - Pés-condicionamento isquémico: dez ratos
submetidos ao procedimento de isquemia durante 30
minutos por oclusdo da artéria mesentérica cranial com pinca
vascular e reperfusdo por 60 minutos. Entre a isquemia e a
reperfusdo foram realizados trés ciclos de reperfusdo (dois
minutos cada) intercalados com trés ciclos de isquemia (dois
minutos cada).

Anestesia

Os animais foram pesados em balanca eletrénica de
precisdo e anestesiados com injecdo intraperitoneal de
solugdo de 2:1 de cloridrato de cetamina (Cetamin®), 50 mg/
ml, e Cloridrato de Xilazina (Xilazin®), 20mg/ml,
respectivamente, na dose de (0,1 ml/ 100 g).

Procedimento cirtrgico

Os ratos foram mantidos em ventilacdo espontanea em
ar ambiente durante todo o procedimento. Foram
submetidos a laparotomia longitudinal mediana de
aproximadamente quatro centimetros, exteriorizagdo do
intestino delgado, identificacdo e disseccdo da artéria
mesentérica cranial.

No grupo A, a artéria mesentérica cranial foi ocluida por
pinga vascular atraumatica, que permaneceu durante trinta
minutos (fase de isquemia). Apds a colocacédo da pinga, 0
intestino delgado foi reposicionado na cavidade abdominal
e a ferida operatdria foi fechada com sutura continua da
pele com fio de nailon monofilamentar 4-0 (mononylon®).
Terminada a fase de isquemia, a parede abdominal foi
novamente aberta pela remocéo do fio de sutura e a pinca
vascular foi retirada, dando inicio a fase de reperfuséo,
com duracdo de 60 minutos. Nos trés grupos, iniciada a
fase de reperfusdo, o abdome foi novamente fechado por
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sutura continua da pele com fio de nailon monofilamentar
4-0 até o término do experimento.

No grupo B, precedendo a fase de isquemia (30 minutos),
foi realizado o pré-condicionamento isquémico por meio de
trés ciclos de isquemia, com duragdo de dois minutos cada
(ocluséo da artéria mesentérica cranial por pinca vascular
atraumatica), intercalados por trés ciclos de reperfuséo,
também com durac&o de dois minutos cada (retirada da pinga
vascular atraumatica da artéria mesentérica cranial). Apos a
fase de isquemia, realizou-se reperfuséo por 60 minutos.

No grupo C, realizou-se a fase de isquemia (30 minutos)
e reperfusdo (60 minutos). Precedendo a fase de reperfuséo
foi realizado o pds-condicionamento isquémico por meio
de trés ciclos de reperfusdo (retirada da pinga vascular
atrauma@tica da artéria mesentérica cranial), com durag&o de
dois minutos cada, intercalados com trés ciclos de isquemia
(oclusdo da artéria mesentérica cranial por pinca vascular
atraumatica), também com duragao de dois minutos cada.

Completada a fase de reperfusdo, nos trés grupos, a
parede abdominal foi novamente aberta pela remoc¢éo do
fio de sutura e foi ressecado um segmento de
aproximadamente um centimetro do ileo, cinco centimetros
proximal a transi¢ao ileocecal, o qual foi aberto em sua borda
antimesentérica, lavado com solucéo salina e colocado em
solugdo de formaldeido a 10% para posterior analise
histoldgica.

Os animais foram submetidos a eutanésia por
aprofundamento do plano anestésico.

Estudo histopatoldgico

Os segmentos intestinais ressecados, apos fixacdo em
solucdo de formaldeido a 10%, foram submetidos a
processamento histol6gico e as Iaminas foram coradas por
hematoxilina-eosina e analisadas & microscopia ptica pelo
patologista, sem o prévio conhecimento deste sobre o grupo
pertencente de cada rato, e foram classificados de acordo
com o grau de lesdo tecidual segundo Chiu et al. [6]:

o Grau 0: mucosa sem alteragoes;

¢ Grau 1: vilosidades bem constituidas, sem lise celular
ou processo inflamatdrio, porém, com formagéo do espago
subepitelial de Grunhagen;

o Grau 2: presenca de lises celulares, formagéo do espaco
subepitelial de Grunhagen e espagamento aumentado entre
as vilosidades;

e Grau 3: destruicdo da porcéo livre das vilosidades,
presenca de capilares dilatados e de células inflamatorias;

o Grau 4: destruicdo estrutural das vilosidades, havendo
apenas esboco de algumas, formadas por células
inflamatdrias e material necrético, com hemorragia e
ulceragéo glandular basal;

e Grau 5: destruicéo de toda tlnica mucosa, ndo mais
sendo observada qualquer estrutura glandular, mas apenas
material amorfo depositado sobre a tela submucosa.
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Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a tratamento
estatistico, aplicando-se o teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis, sendo estabelecido o nivel de significancia
de P <0,05. Foi utilizado o programa Bioestat 2.0.

RESULTADOS

Apos a andlise histoldgica do grau de lesdo da mucosa
intestinal segundo Chiu et al. [6], encontraram-se 0s
resultados sumarizados na Tabela 1 e Figura 1.

No grupo A, a média do grau de leséo tecidual foi 3,5.
Metade dos animais deste grupo teve leséo grau 3 e a outra
metade, grau 4.

Tabela 1. Resultado da analise histolégica dos graus de lesdo das
mucosas intestinais dos ratos dos grupos A, B e C
segundo a classificacdo de Chiu et al.[6]
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Fig.1 - Gréfico comparativo da analise histoldgica dos graus de
lesdo das mucosas intestinais dos ratos dos grupos A, B e C
segundo a classificacéo de Chiu et al. [6]
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No grupo B, a média do grau de lesdo tecidual foi 1,2.
Neste grupo, trés animais nao apresentaram leséo (grau 0),
quatro tiveram lesdo grau 1, um, grau 2, e dois, grau 3.

No grupo C, a média do grau de lesdo tecidual foi 1.
Trés animais ndo apresentaram lesdo (grau 0), cinco tiveram
lesdo grau 1, um, grau 2, e um, grau 3.
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Aplicando-se o teste ndo-paramétrico de Kruskal-
Wallis, observou-se que os grupos B e C sdo semelhantes
do ponto de vista estatistico (P=0,7507), porém, ha
diferenca estatisticamente significante entre estes e o grupo
A(entre Ae B P=0,0004 e entre Ae C P=0,0002).

As Figuras 2 a 6 demonstram o aspecto histoldgico dos
graus de lesdo tecidual encontrados.

Fig. 2 - Fotomicrografia do grau 0 da classificagéo de Chiu et al.
[6] (HE, A x 100, B x 400) - rato 1 do grupo B

Fig. 3 - Fotomicrografia do grau 1 da classificagéo de Chiu et al.
[6] (HE, A x 100, B x 400) - rato 2 do grupo C

Fig. 4 - Fotomicrografia do grau 2 da classificacdo de Chiu et al.
[6] (HE, A x 100, B x 400) - rato 4 do grupo B

Fig. 5 - Fotomicrografia do grau 3 da classificacéo de Chiu et al.
[6] (HE, A x 100, B x 400) - rato 4 do grupo A

Fig. 6 - Fotomicrografia do grau 4 da classificagédo de Chiu et al.
[6] (HE, A x 100, B x 400) - rato 8 do grupo A

DISCUSSAO

Dez anos se passaram da publicacdo de Murry et al. [2]
para que os efeitos do PrCl fossem avaliados no intestino.
Em 1996, Hotter et al. [7] publicaram um artigo no qual se
utilizou de forma eficaz o PrCl na prevencdo das les6es por
isquemia e reperfusdo intestinal em ratos. Os autores
compararam um grupo em que se realizou apenas isquemia
e reperfusdo intestinal com outro utilizando o PrCl, e
demonstraram haver menor intensidade das lesdes no
segundo grupo.

No presente estudo ficou demonstrada a capacidade do
PrCl em minimizar os efeitos lesivos do processo de isquemia
e reperfusdo mesentérica, uma vez que as médias do grau de
lesdo tecidual foram 3,5 e 1,2 nos grupos controle e PrCl,
respectivamente, segundo a classificagao de Chiu et al. [6].

Também Sola et al. [8] comprovaram o beneficio do
emprego do PrCl na isquemia e reperfusdo mesentérica, em
estudo no qual observaram que no grupo de ratos
submetidos exclusivamente a isquemia e reperfusdo a média
do grau de lesdo intestinal segundo Chiu et al. [6] foi 5, e no
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grupo em que se realizou o PrCl foi 3. As diferencas entre o
grupo isquemia e reperfusdo e o grupo PrCl foi
estatisticamente significativa tanto neste estudo quanto no
de Solaetal. [8], embora os valores sejam bastante diferentes.
A justificativa para esta diferenca pode estar relacionada ao
tempo de isquemia e reperfusdo e do PrCl. No trabalho de
Sola et al. [8], 0s animais foram submetidos a 90 minutos de
isquemia e 30 minutos de reperfusdo, em contraste com este
trabalho, no qual utilizamos-se 30 e 60 minutos,
respectivamente. Também o PrCl foi realizado de forma
diferente. Solaetal. [8] realizaram o PrCI com um Unico ciclo
de isquemia e reperfusdo com duragéo de dez minutos cada,
enquanto que neste estudo realizou-se trés ciclos de isquemia
e reperfusdo com duracdo de dois minutos cada.

Moore-Olufemi et al. [9] também utilizaram a classificacéo
de Chiu etal. [6] em seu estudo, onde obtiveram médias 3 e
1,2 nos grupos isquemia e reperfusdo e PrCl,
respectivamente. Apesar dos resultados bastante
semelhantes aos deste trabalho, o método utilizado foi
diferente. Moore-Olufemi et al. [9] realizaram a isquemia e
reperfusdo com duracdo de 30 minutos e seis horas,
respectivamente. O PrCl foi realizado com trés ciclos de
isquemia e reperfusdo com duracéo de quatro e dez minutos
cada, respectivamente.

Outros estudos também demonstraram a capacidade do
PrCl em reduzir as lesdes intestinais de animais submetidos
a isquemia e reperfusdo mesentérica [10-16], de forma a
tornar evidente que o PrCI é capaz de minimizar os efeitos
lesivos do processo de isquemia e reperfusdo mesentérica.

O PoCl tem também apresentado resultados semelhantes
ao PrCl na prevencdo das lesdes resultantes do processo
de isquemia e reperfusdo. Entretanto, no momento existe
apenas uma publicagdo [5] que demonstra ser este método
provavelmente semelhante ao PrCl quanto ao seu efeito
neste processo na circulagdo mesentérica.

Zhao et al. [3] foram os primeiros a relatar a semelhanca
dos resultados do PrCl e do PoCl na prevencéo das lesdes
decorrentes do processo de isquemia e reperfusdo. O
estudo foi realizado em cées, realizando-se oclusdo da
artéria descendente anterior esquerda por 60 minutos e
reperfusdo por trés horas. O PrClI foi efetuado por um ciclo
de isquemia com durag&o de cinco minutos e reperfuséo de
dez minutos. O PoCl consistiu de trés ciclos de reperfusdo
e isquemia com duragdo de 30 segundos cada. A area de
infarto foi semelhante nos grupos PrCl e PoCl e
significativamente menor que no grupo controle.

Nos ultimos 20 anos, muitas formas de tratamento para
aisquemia e reperfusdo foram testadas sem grande sucesso
[17,18]. Com o advento do PrCl, houve grande avango no
tratamento da Sindrome de Isquemia e Reperfusdo,
entretanto, especificamente em relagdo a isquemia e
reperfusdo mesentérica, seu uso é limitado pelo fato de na
maioria dos casos a isquemia ja esta instalada no momento
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do diagnostico [19]. Este é o principal motivo que valoriza
0 PoCl, porque, confirmada sua eficacia também na isquemia
e reperfusdo mesentérica, sua aplicabilidade clinica poderia
ser de grande importancia. Apesar disso, nao ha ainda
estudos avaliando sua acdo na isquemia e reperfusdo
mesentérica.

No presente estudo observaram-se médias do grau de
lesdo tecidual 1,2 e 1 nos grupos PrCl e PoCl,
respectivamente, segundo a classificagdo de Chiu et al. [6],
em nitido contraste com o grupo controle, no qual o
resultado obtido foi 3,5. Isto demonstra que neste trabalho
0 PrCl e PoClI foram semelhantes na capacidade de prevenir
as lesdes de isquemia e reperfusdo no intestino de ratos.

A maioria dos estudos que analisaram os efeitos do PoCl
foi realizada na isquemia e reperfusdo miocardica. Donato et
al. [20] compararam o PrCl e 0 PoCl em corac6es isolados de
coelhos, realizando isquemia e reperfusdo de 30 minutos. O
PrClI foi realizado por um ciclo de isquemia e reperfusdo de
cinco minutos cada, e o PoCl, por dois ciclos de reperfuséo
e isquemia de 30 segundos cada. Concluiram que o PoCl
reduz o tamanho do infarto na mesma magnitude que o PrCl,
sem modificar a disfuncdo ventricular pés-isquémica.

Estes resultados também foram obtidos por Darling et
al. [21] em estudo experimental avaliando infarto em
coragdes de coelhos. O PoCl foi capaz de minimizar a area
de infarto em comparacédo ao grupo controle, realizando-se
quatro ciclos de reperfuséo e isquemia com duracéo de 30
segundos antes de se dar a fase de reperfuséo.

Acredita-se que o PoCl possa ter efeito protetor pela
ativacao dos receptores de adenosina, com base em estudos
gue demonstraram que se administrando agonistas de tais
receptores durante a reperfusdo o infarto diminui
significativamente [22,23].

Tang et al. [24] demonstraram que o PoCl é tdo eficaz
quanto o PrCl na prevencdo das lesdes decorrentes do
processo de isquemia e reperfusdo coronariana em ratos,
desde que o tempo de isquemia ndo ultrapasse 45 minutos.
Apos este periodo, segundo estes autores, o PrCl apresenta
resultados melhores quanto a diminuicéo da area de infarto.

Além da avaliagdo do PoCl em coragdes de animais na
isquemia e reperfusdo, existe também um relato de seu
emprego na medula espinhal. Huang et al. [25] demonstraram
que o PoCl foi tdo eficaz quanto o PrClI na prevengéo de
lesBes teciduais na medula espinhal de coelhos submetidos
a isquemia e reperfusao.

O PoCl foi também analisado em seres humanos. Staat
etal. [26] relataram seu efeito benéfico realizando reperfusao
intermitente durante angioplastia em pacientes com infarto
agudo do miocardio, tendo observado reducdo da injdria
miocardica. Também Loukogeorgakis et al. [27] realizaram
estudo experimental em seres humanos em que provocavam
isquemia transitéria no membro superior seguida de
reperfusdo, observando efeito protetor do PoCl.
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O mecanismo de protecdo do PoCl no processo de
isquemia e reperfusdo mesentérica ainda nao é totalmente
claro, mas existem evidéncias de que o PoCl possa estar
relacionado a diminuicdo significativa nos niveis de
malondialdeido e produtos relacionados a peroxidagao
lipidica. Estas observacgdes sugerem uma reducdo na
produgdo de ERTO e menor injdria mediada por oxidantes
como PoClI [3].

Uma producéo abundante de ERTO durante a fase inicial
da reperfusdo tem sido implicada como o principal fator na
patogénese da injuria tecidual. O pico de produgdo de ERTO
ocorre entre 0 primeiro e 0 sétimo minuto ap6s o inicio da
reperfusdo, embora sejam detectaveis tais substancias em
periodos mais tardios [21,28,29]. O PoCl age nesta fase de
forma ainda ndo totalmente esclarecida, provavelmente
atenuando a producdo de ERTO pela liberacdo paulatina
de oxigénio aos tecidos [16,30]. Por este motivo, realizou-
se no presente estudo o PoCl logo ap6s a isquemia,
realizando-se ciclos curtos de reperfusdo e isquemia, uma
vez que ainda ndo hd uma definic&o de qual o melhor tempo
a ser utilizado nestes ciclos, nem tampouco o nimero de
ciclos que levaria aos melhores resultados.

Devemos considerar que o presente estudo apresenta
limitagGes quanto a avaliagdo da lesdo tecidual. Utilizou-se
aanalise histolégica, método bastante empregado para esta
finalidade, porém, dificultando assim a comparagdo com
outros trabalhos em que se utilizam métodos distintos de
avaliacdo da lesdo por isquemia e reperfusdo, como, por
exemplo, a dosagem de mieloperoxidade e malondialdeido
plasmatico ou tecidual.

Desta forma, acredita-se que os resultados encontrados
neste trabalho demonstram que, de forma semelhante ao
que se apresenta na literatura quanto a equivaléncia da
capacidade do PrCl e PoCl de minimizar as lesbes por
isquemia e reperfusdo em coracdo e medula espinhal, também
no intestino de ratos o PoCl minimiza tais lesdes na mesma
proporc¢éo que o PrClI.

CONCLUSAO

O pré e pds-condicionamento isquémico foram capazes
de diminuir a lesdo tecidual na mucosa intestinal de ratos
submetidos ao processo de isquemia e reperfuséo
mesentérica de forma semelhante.
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