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RESUMO

Brasileiro, JL. . Estudo histolégico e imunohistoquimico em intestino delgado
de ratos submetidos ao fendmeno de isquemia e reperfusdo: acédo da
Pentoxifilina e da prostaglandina E1. Campo Grande; 2013. [Tese - Programa de
Pés-Graduagcdo em Saude e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste, da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

Objetivo: Estudar as alteracbes teciduais do intestino delgado de ratos
submetidos a isquemia e reperfusdo tecidual com uso de pentoxifilina ou
prostaglandina E1.

Método: Todos os animais do grupo A (controle), grupo B e grupo C foram
submetidos a isquemia intestinal por 60 minutos seguidos por reperfusao por outros
60 minutos. No grupo A, nenhuma droga foi utilizada; no grupo B, foi utilizada
pentoxifilina e no grupo C, a prostaglandina E1. No grupo simulado (grupo D-Sham),
0s animais foram submetidos apenas a procedimentos cirlrgicos sem oclusao da
artéria mesentérica. Apds a eutanasia dos animais, foi retirado um segmento do
intestino delgado e foram realizados procedimentos histoldgicos, cujas laminas
foram coradas por hematoxilina-eosina e avaliadas pelos critérios de Chiu e, pela
imunohistoquimica, usou-se o marcador anti FAS-ligante para marcagdo de células
apoptoticas, estudadas microscopicas apés isquemia e reperfusdo tecidual.
Realizado hipotese estatistica de diferenca da classificacdo de Chiu e andlise
imunohisquimica para os grupos-controle, PTX, PGE1 e Sham. Os grupos foram
comparados pela analise da variancia ANOVA com pos-teste de Tukey. O nivel de
deciséo foi estabelecido em p<0,05.

Resultados: Os resultados histolégicos mostraram que com 0 uso da
pentoxifilina ou da prostaglandina E1 pode-se observar uma melhora na reperfusao
tecidual, e os graus que predominaram segundo os critérios de Chiu foram os graus
2 e 3, indicando alteracdes histologicas menores quando comparadas com o grupo-
controle em que ndo se usou qualquer droga, e que mostraram graus 4 e 5, ou seja,
alteracdes histoldgicas mais graves. A analise Imunohistoquimica e estatistica das
médias das células em apoptose, coradas em marrom, N0S grupos em que se usou
pentoxifilina ou prostaglandina E1, as médias desses grupos foram menores que a
média do grupo-controle e maiores do que no grupo simulado ou Sham. Isto
demonstrou que o numero de células em apoptose diminuiu e que as drogas
utilizadas na reperfusdo intestinal protegeram a morte celular de muitas outras
células epiteliais as quais promoveram, certamente, uma renovacdo do epitélio
intestinal a seguir, apesar dos processos de isquemia e reperfusdo tecidual.

Conclusao: O uso das drogas pentoxifilina ou prostaglandina E1 promoveu
um efeito benéfico durante a reperfusdo tecidual, demonstrado pelas lesbées
histol6gicas menos graves e, pela imunohistoquimica, houve diminuicdo das células
apoptoticas e protecdo da morte celular de outras células do epitélio intestinal apos a
reperfusdo intestinal, as quais promoveram a renovacao desse epitélio, apesar dos
processos de isquemia e reperfuséo tecidual.

Palavras-chave: isquemia, reperfusdo tecidual, intestino delgado, pentoxifilina,
prostaglandina E1, imunohistoquimica, anti-FAS ligante, apoptose.



ABSTRACT

Brasileiro, JL. Histological and immunohistochemical study in the small
intestine of rats submitted to ischemia-reperfusion injury: action of
pentoxifylline and prostaglandin E1. Campo Grande; 2013. [Essay - Graduate
Program in Health and Development in the Midwest Region, Federal University of
Mato Grosso do Sul].

Purpose: to study the small intestinal tissue alterations in rats submitted to
ischemia and tissue reperfusion using pentoxyfilline or prostaglandin E1.

Methods: the experimental animals of group A (control) were submitted to
intestinal ischemia during 60 minutes followed by tissue reperfusion for more 60
minutes and no one drug have been utilized. In the group B pentoxyfilline have been
utilized during tissue ischemia and reperfusion as well as prostaglandin E1 in group
C, but separately. In the group D (sham group), the animals were submitted to
surgical procedures without occlusion of mesenteric artery. After euthanasia of the
animals, a segment of the small intestine was cut, stained by hematoxilin-eosin and
selected to histological analysis according to Chiu criteria, and for
imunohistochemical studies the anti FAS-ligand was the marker chosen that stained
in brown the apoptotic cells that were observed microscopically | analysis after
ischemia and tissue reperfusion. Performed statistical hypothesis of difference Chiu
and imunohistochemical of variance ANOVA with Tukey post-test decision level was
set at p<0,05.

Results: it was obtained better histological results using pentoxyfilline or
prostaglandin E1 since the levels of criteria from Chiu that predominated were level 2
and 3, indicating less tissue damage in comparison to the control group (group A)
that showed levels 4 and 5, what means more severe histological tissue alterations.
Immunohistochemistry and statistical analysis of the mean apoptotic cells, stained
brown apoptotic cells in the groups that received pentoxyfilline or prostaglandin E1
were lower than the control group and higher than the sham group. This
demonstrated that the number of apoptotic cells decreased and the drugs used in
protected reperfusion cell death in many other epithelial cells which promoted
certainly a renewal of intestinal epithelial below, although the process of ischemia-
reperfusion.

Conclusion: the use of drugs pentoxifylline and prostaglandin E1 in beneficial
effect during reperfusion, demonstrated by less severe histological lesions and, by
immunohistochemistry, there was a reduction of apoptotic cell death and protection
of other intestinal epithelial cells after reperfusion, the which promoted the renewal of
the epithelium, although the processes of ischemia and reperfusion.

Keywords: ischemia, tissue reperfusion, small Intestine, pentoxyfilline, prostaglandin
E1, immunohistochemistry, anti-FAS ligand, apoptosis.
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1 INTRODUCAO

A interrupcdo subita do fluxo sanguineo arterial provoca isquemia tecidual, a
qual desencadeia uma série de alteracdes metabdlicas no territério isquémico,
promovendo desde infiltrado inflamatorio intenso até a necrose da area afetada. A
reparacao do tecido sO € possivel pelo restabelecimento precoce do fluxo arterial.
Considerando este evento no intestino delgado pode ocasionar o comprometimento
inclusive da manutengdo do metabolismo basal da mucosa até necrose de toda
estrutura do 6rgdo, dependendo da intensidade e tempo de isquemia (GOMES et al.,
2011). A reperfusdo, embora necessaria para reverter o estado isquémico, piora as
lesBes ja presentes no periodo de isquemia, pois com a chegada do oxigénio e a
producdo de radicais livres, associadas a intensa participacdo de neutroéfilos, amplia
a reacdo inflamatéria com consequentes alteracdes morfologicas como edema
intersticial e celular, infiltrado leucocitario, trombose da microcirculacédo, apoptose ou
necrose tecidual. A intensidade dos danos causados pela isquemia dependera do
local da ocorréncia de ocluséo arterial, da existéncia de circulagéao colateral, do grau
de demanda de oxigénio dos tecidos envolvidos e do tempo decorrido entre a
isquemia e a reperfusdo (ARENA et al., 2012; BERTOLETTO et al., 2012).

Dentre as causas arteriais oclusivas da isquemia intestinal aguda, pode-se
considerar como as mais frequentes: a embolia arterial aguda de origem cardiaca e
de aneurismas da aorta toracica ou abdominal, ateroembolismo ou cristais de
colesterol. Trombose aguda da artéria mesentérica superior ou Seus ramaos,
geralmente secundaria a aterosclerose prévia, aneurisma da aorta abdominal ou
mesentérica superior, vasculites e até causa tumoral (SERPA, TACHIBANA,
BARONI, 2010; GOMES et al.,, 2011). O fendmeno isquémico intestinal agudo
promove altas taxas de mortalidade, acima de 70% da populagcdo comprometida,
podendo chegar a 100% dos casos dependendo ou ndo do diagnéstico e tratamento
precoce (ARENA et al., 2012; BRAHMBHATT et al., 2013; BULBULOGLU et al.,
2011; BYRKA-OWCZAREK et al., 2004; CAMARA-LEMARROY, 2010). A trombose
aguda costumeiramente ocorre nos Ostios das principais artérias, e associada a
frequente presenca de aterosclerose em mudltiplas artérias, leva a isquemia de
extensas areas, sendo a sobrevida uma excec¢do por ser dificil a revascularizacao

(ARENA et al.,, 2012). Quando se trata de um quadro abrupto, que ocorre
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principalmente nos casos de embolia arterial aguda por um periodo de uma hora,
ndo ha tempo para o desenvolvimento de uma rede de circulagéo colateral que seja
suficiente para manter, pelo menos, o metabolismo intestinal minimo, necessario
para evitar a necrose tecidual e quando acontece a revascularizacdo, ou seja, a
reperfusdo o quadro clinico pode se tornar ainda mais dramético piorando as lesbes
locais j& instaladas e provocando alteracdes metabdlicas sistémicas extremamente
graves, elevando o indice de mortalidade que pode chegar até 100% dos casos, pois
fator tempo no diagndstico e tratamento precoce é determinante para o prognostico
(BERTOLETTO et al., 2008; Santos et al., 2010; BERTOLETTO et al., 2012; SERPA,
TACHIBANA, BARONI, 2010; CERQUEIRA et al., 2009).

A respeito das causas nao oclusivas, durante o choque de qualquer origem
ocorre a vasoconstricdo arterial visceral a fim de dirigir o fluxo sanguineo para as
areas mais criticas como cérebro e coracdo, 0 que associado a vasoconstricao
venosa pode acrescentar até 30% de volume ao espago intravascular nesses
orgaos. Por algum mecanismo pouco elucidado ou pelo emprego de vasopressores
para o controle da hipotensao, tal constricdo pode prolongar-se por horas e provocar
isquemia intestinal grave (MASSBERG, MESSNER, 1998; CERQUEIRA et al.,
2009).

As alteracdes que ocorrem no epitélio intestinal devido ao processo de
isquemia e reperfusdo vém sendo objeto de inuUmeros estudos. Dentre essas
pesquisas, as alteracdes histopatoldgicas ocorridas no epitélio intestinal, apés
periodos de isquemia e reperfusdo vem sendo descritas por diversos autores
(VICTONI, 2008; VELTKAMP et al., 2005; SERPA, TACHIBANA, BARONI, 2010;
COTRAN, KUMAR, COLLINS, 2000; CUZZOCREA et al.,, 2002; ELLIOT, 1995;
FRANCISCO NETO et al., 2005; FREIBERGER et al., 2004). Ressaltam-se, porém,
que a maior parte desses estudos objetivou avaliar as alteracdes e suas
consequéncias com isquemias programadas e reperfusdo em curtos periodos de
tempo, menor que 30 minutos.

A mucosa intestinal, principalmente do delgado é a primeira e mais
gravemente afetada, pois isquemia de uma hora pode produzir edema da
submucosa seguido de desprendimento da mucosa, ulceracdes e sangramento das
vilosidades intestinais. Ha perda da barreira entre o conteddo intestinal e o
sangramento, producdo de fatores inflamatorios locais que agravam as lesdes

através da mobilizacéo das células de defesa e fagocitarias, e risco de translocacao
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bacteriana. Havendo a manutenc¢do da isquemia, ha piora do edema, que associado
ao processo inflamatério iniciado localmente pioram o ambiente celular local,
permitindo a extensdo da lesdo para as demais camadas da alca (ARENA et al.,
2012; BERTOLETTO et al., 2012). A camada muscular geralmente € afetada com
duas horas de isquemia perdendo sua funcdo de peristalse normal determinando
assim estase do contetdo, aumento de presséao local o que dificulta ainda mais a ja
deficiente perfuséo tecidual. O Ultimo estagio deste processo morbido compreende a
gangrena de toda a parede intestinal, perda de sua estrutura fisica culminando em
perfuracdo com extravasamento do conteudo intestinal e consequente peritonite
fecal (PARKS, GROGAARD, GRANGER, 1982; GUAN, PRITTS, MONTROSE,
2010).

Santos et al. (2006), em uma revisdo da literatura sistematica demonstraram a
importancia do conhecimento dos processos bioquimicos para melhor entendimento
das reacdes desencadeadas, ap0s um periodo de isquemia e posterior reperfuséo.
Esses estudos possibilitaram, mais recentemente, a utilizacdo de farmacos que
poderiam atuar, minimizando as consequéncias danosas desencadeadas no
intestino delgado apés o fendmeno de isquemia e reperfuséo.

A Pentoxifilina (PTX) e Prostaglandina (PGE1) parecem que sao substancias
promissoras na prote¢cdo tecidual nesse processo, pois apresentam varias
propriedades que podem proteger os tecidos das alteracbes fisiopatoldgicas
provocadas pela reacdo tecidual da isquemia e reperfusdo em varios tecidos
inclusive o intestino delgado.

Elas tém acdo antioxidante, inibindo diretamente o anion superéxido, que
bloqueia, de forma indireta, a acdo da enzima xantinoxidase. Aléem disso, parece
diminuir a resposta inflamatoéria pela reducdo da migracdo dos neutrofilos, assim
como de outros mecanismos que ocorrem na inflamagdo, como a liberacdo de
citocinas, do fator de necrose tumoral, do fator ativador de plaquetas e da
endotelina, que é uma potente substancia vasoconstritora. A PGE1 além destas
propriedades apresenta uma acdo vasodilatadora intensa e ainda um papel na
ativacdo da fibrindlise, na modulacdo da proliferacdo celular, na fibrinogénese,
fibrindlise e angiogénese tecidual (TOPCU et al., 2007; HOSSAIN et al., 2006; GAO,
HORIE, 2002; KAWAMURA et al., 2004; MOESER et al., 2006; AWDA et al., 1996;
MEHRABI et al., 2001; MORESCHI, 2006; MORESCHI et al., 2007; SPARKES et al.,
2010; SHIN et al., 2012; BRASILEIRO et al., 2007; TERUYA et al., 2008; ELLIOT et
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al., 1895; TETI et al., 1999; SAVIC et al., 2002; BRASILEIRO, 2006; TERUYA, 2006;
MARQUII et al., 2011; CAMARA-LEMARROY et al., 2010). Estes farmacos
apresentarem varias propriedades que parecem oferecer uma melhor protecdo
tecidual no processo isquemia e reperfusao.

Dessa maneira, no nosso trabalho, abordaremos as possiveis propriedades
favoraveis da PTX e PGE1 na atenuacdo das alteracdes histoldgicas conforme os
critérios de (CHIU et al., 1970) e imunohistoquimicas utilizando o biomarcador anti-
FAS ligante (JING et al., 2010; ASSIS et al.,, 2013) no processo de isquemia e
reperfusdo de intestino delgado de ratos, porém sendo programado um tempo de
isquemia e reperfusdo mais prolongado de 60 minutos.

Considerando-se todos esses suportes teoricos, propds-se avaliar as
propriedades favoraveis na atenuacdo das lesdes teciduais da Pentoxifilina e
prostaglandina E1 pelos critérios de Chiu para analisar o grau de lesdes
histolégicas e imunohistoquimicas pelo o biomarcador anti-Fas ligante para
identificar a morte celular por apoptose, em intestino delgado de ratos submetidos

ao fendbmeno de isquemia e reperfusao tecidual.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Apbés um determinado periodo de isquemia, a reintroducdo de sangue no
segmento afetado do intestino causa a indugéo e a liberag&o para a circulacao portal
e sistémica de uma série de mediadores quimicos, que afetardo o metabolismo da
area tanto intestinal como de outros orgaos a distancia. Como a mucosa tem a
importante funcdo de barreira, suas alteracbes permitem a passagem de
substancias do conteddo intestinal para a circulagdo sanguinea, favorecendo,
portanto, a ocorréncia da entrada de bactérias na corrente sanguinea. Existem
evidéncias crescentes de que o intestino € berco e alvo de citocinas pro-
inflamatorias, e que sua isquemia e reperfusdo participam de maneira importante e
central na resposta inflamatoria sistémica. O desequilibrio, maior ou menor, entre a
oferta e a demanda de sangue para um determinado 6rgdo ou tecido, com
consequente hipdxia tecidual, desenvolve alteracbes patoldgicas diversas de acordo
com a intensidade e duracdo do periodo de isquemia (BERTOLETTO et al., 2008;
BERTOLETTO et al., 2012; SANTOS et al., 2008; CERQUEIRA et al., 2009; SERPA,
TACHIBANA, BARONI, 2010).

Sabe-se que na isquemia pode promover necrose tecidual, porém com a
reperfusdo no restabelecimento do fluxo sanguineo, e mesmo com a restituicdo da
oxigenacgao e do aporte de nutrientes aos tecidos, ocorre liberacdo de radicais livres,
gue paradoxalmente aumentam as lesdes teciduais locais ja existentes e a distancia.
Desse modo, associadas diretamente a restricdo da circulagdo sanguinea, as lesdes
histopatoldgicas, detectadas pela microscopia otica e/ou pelo uso de técnicas
imunohistoquimicas, podem ser utilizadas como indicadoras das alteracdes dos
tecidos submetidos a isquemia e reperfusdo tecidual (BERTOLETTO et al., 2012;
BRASILEIRO et al.,, 2007; SILVEIRA et al., 2004; LENG et al., 2011). A isquemia
celular compromete a integridade da membrana celular pela oferta inadequada de
oxigénio para seu metabolismo e producdo de energia, e também pelo acumulo
direto ou indireto de metabdlitos e de mediadores quimicos da inflamacgé&o local, que
causaria disfuncdo celular (SILVEIRA, YOSHIDA, 2004; FRANCISCO NETO et al.,
2005).
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Critérios histologicos de avaliacdo de Chiu et al. (1970) para graduar as

lesBes histoldgicas encontradas em intestino delgado ap6s o fendmeno de isquemia

e reperfusdo conforme classificacdo abaixo:

# m‘, .
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Figura 1 - Fotomicrografias demonstrando as lesées da mucosa intestinal de ratos
submetidos a isquemia e reperfuséo intestinal, segundo a classificagdo de Chiu et
al. (1970). Adaptada: Santos et al. (2010), microscopia Optica 100 x — HE: A — grau
zero, ou seja, mucosa sem alteracdes; B — grau 1, formagdo de um espaco
subepitelial; C — grau 2, ha lise celular e espacamento aumentado entre as
vilosidades; D — grau 3, destruicdo da porcao livre das vilosidades, presenca de
capilares dilatados e de células inflamatorias; E — grau 4, destruicdo estrutural das
vilosidades e presenca de necrose e hemorragia; F — grau 5, destruicao total das
vilosidades, observando-se apenas material amorfo depositado sobre a tela

submucosa.

e Grau 0: mucosa sem alteracoes.

 Grau 1: vilosidades bem constituidas, sem lise celular ou processo

inflamatério, porém, com formagéo do espaco subepitelial de Grunhagen.

 Grau 2: presenca de lise celular, formacdo do espaco subepitelial de

Grunhagen e espacamento aumentado entre as vilosidades.

* Grau 3: destruicdo da porcao livre das vilosidades, presenca de capilares

dilatados e de células inflamatdrias.
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* Grau 4: destruicao estrutural das vilosidades, havendo apenas esbogo de
algumas delas, presenca de células inflamatérias e material necrético,
areas hemorragicas e com perda de todo o epitélio das vilosidades e
criptas.

* Grau 5: destruicdo de toda a mucosa, ndo se observando mais qualquer
estrutura glandular, mas apenas material amorfo depositado na regido da

submucosa.

A morte celular, definida como perda irreversivel da estrutura e das fungdes
vitais da ceélula, ocorre por dois processos morfologicamente distintos: necrose e
apoptose. Sabe-se atualmente que os dois fenbmenos contribuem para a morte
celular nas doencas hepatobiliares e intestinais e que a opc¢do da célula por uma
dessas formas de morte é influenciada pelo seu estado energético (reserva de
trifosfato de adenosina - ATP). Como processo ativo, a apoptose requer reservas de
ATP (pelo menos nas fases iniciais), ao passo que a necrose se instala quando ha
deplecéo total do ATP (HARADA et al.,1997).

A necrose caracteriza-se pela perda da integridade da membrana plasmatica
quanto a sua permeabilidade. Diferentes insultos patolégicos, como isquemia,
hipoxia, hipertermia, irradiacdo e metabdlitos toxicos, podem levar a perda abrupta
da integridade da membrana plasmatica (citolise) e a alteracdo de seus gradientes
eletroquimicos. Ademais, a liberagdo dos constituintes intracelulares para o meio
extracelular estimula a resposta inflamatéria e amplia a leséo tecidual. O fenébmeno
de morte celular por necrose € facilmente reconhecido nos espécimes de biopsia
hepatica e intestinal porque os restos celulares permanecem por longo periodo
antes de serem removidos pelas células inflamatérias (KAPLOWITZ, 2000).

Um dos mecanismos pelos quais a apoptose pode ser deflagrada é por meio
dos receptores da morte presentes na superficie celular, que sdo ativados em
resposta ao acoplamento de ligantes especificos. A maioria identificada dos
receptores da morte é membro da superfamilia de receptores para o fator de
necrose tumoral (FNT) e é caracterizada por apresentar porgdo extracelular rica em
cisteina e uma regido citoplasmatica, chamada cadeia da morte (death domain),
essencial para transducéo intracelular do sinal de morte. Entre esses receptores, um
dos mais estudados e mais bem caracterizados € o receptor Fas (CD95 ou APO-1),

abundantemente expresso no figado e cuja importancia na fisiopatologia hepatica e



23

na homeostasia tem sido amplamente documentada em diversas observacdes
(PAROLIN, REASON, 2001).

Ligante Fas, FNT Sinais de estresse intracelular
proteinas
pro-apoptoticas

RECEPTORES DA MORTE MITOCONDRIA
i +ATP
citocromo-c

ativacao da caspase-9

\ o i faa-1

ativacado da caspase-9

e

caspase executoras (3,6,7)
Apoptose

Figura 2 - Esquema representativo do mecanismo da apoptose celular.

O receptor-Fas € expresso em uma variedade de células, incluindo células
epiteliais, hematopoiéticas e linfocitos B e T ativados. O padrdao de expresséo
tecidual do ligante Fas é mais restrito, sendo expresso nos linfécitos T maduros
CD4+ e CD8+ e nas células natural killer ativadas. Quando o ligante-Fas se acopla
ao receptor Fas, as moléculas individuais do receptor se trimerizam formando
agregado de cadeias da morte. Este permite que elas se liguem a uma proteina
adaptadora presente no citosol, chamada cadeia da morte associada ao Fas ("Fas-
associated death domain" - FADD). A ligagdo desse complexo a pro-caspase-8
resulta na ativacdo dessa enzima por clivagem proteolitica. A caspase-8 pode entao,
diretamente ou pela via mitocondrial, ativar a caspase-3 (caspase efetora) (Figura 1).
A expressdo simultdnea de receptor-Fas e ligante-Fas em linfocitos maduros
ativados pode representar mecanismo de autolimitagcdo da resposta imunoldgica

(KAPLOWITZ, 2000).
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Ligand
(Fasl, TNF.a, TRAIL)

Death Receptor
(Fas, THFR1, DRS, ...)

=i Activation of
Caspases-3, -6, -7 ™8 apopTOSIS

active Caspase-8

Figura 3 - Esquema representativo de apoptose com ativacdo das caspases pelo
anti-Fas ligante. Fonte: DENAULT, SALVESEN (2002).

Tém-se buscado formas de abolir ou minimizar os efeitos destas espécies
reativas de oxigénio ou radicais livres. Para isto tém-se utilizado substancias
inibidoras da formacg&o dos radicais livres conhecidas como antioxidantes (vitamina
E,o acido ascérbico, a deferoxamina, a estreptoquinase, o alopurinol, os sais de
magnesio, 0os aminoesterdides, os quelantes do ferro e os antiinflamatérios nao
esterdides, substancias varredoras destas substancias (scavengers), processos de
pré e pos-condicionamento isquémico, onde supressdes parciais e progressivas de
oxigenagao antecedem uma supressao sustentada mais prolongada (BERTOLETTO
et al.,, 2008; BERTOLETTO, 2012; DA SILVA, 2004; PICCINATO et al., 2004;
ALVES et al., 2003; BOZKURT et al., 2002; SANTOS et al 2006; SANTOS et al.,
2009; SANTOS et al., 2010; SILVA et al., 2001; SHARIKABAD et al., 2001; UHLE et
al., 2000; MUHLBACHER, LANGE, MITTERMAYER, 2009.

Cada uma destas proposi¢cdes tém mostrado vantagens e desvantagens na
dependéncia dos modelos para a provocacao de isquemia e reperfusdo, nas doses
das substancias utilizadas, nos periodos em que sdo empregadas, nos parametros
que sdo usados para avaliacdo dos resultados. Considerando que esses farmacos
utilizados na maioria das vezes oferecem apenas a funcdo de antioxidantes ou

varredores dos radicais livres, isso torna insuficiente na protecdo das alteracdes do
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fenbmeno isquemia e reperfusdo, pois seus mecanismos fisiopatolégicos séao
extremamente complexos o que fazem na maioria das vezes obterem resultados de
protecdo insuficientes ou controversos na literatura. Necessitando, portanto de um
farmaco que ofereca protecdo ndo somente como antioxidante, mas que tenham
varias fungdes de protegéo evitando todos 0os mecanismos fisiopatologicos envolvido
no processo isquemia e reperfusdo e assim tentar controlar as alteracfes teciduais
graves provocadas por este fendbmeno.

Takamori et al. (1989); Langer, Sohal, Blennerhassett (1995); Langer, Sohal,
Riddell (1993); Pan (2011); Cruzzocrea et al. (2002); Francisco Neto et al. (2005);
Elliot (1995); relataram os mecanismos fisiopatoldégicos descrevendo todos os
passos de atuacdo dos mediadores e varias substancias envolvidas no processo das
lesGes provocadas pela isquemia reperfusdo em muitos tecidos, inclusive o intestino
delgado.

A maior parte dos radicais livres produzidos ap6s a reperfuséo dos tecidos é
mediada pela enzima xantina oxidase (XO). Esta enzima esta presente em varios
tecidos, mas se encontra em maiores concentracdo no intestino, células endoteliais,
pulméo, musculatura esquelética, figado e rim. Esta enzima é sintetizada a partir da
xantina desidrogenase (XDH). A conversdo da XDH para XO esta associada a
reducdo do fluxo sanguineo para os tecidos, limitando desta forma o aporte de ATP.
Com a reducdo do ATP intracelular disponivel, a célula é incapaz de manter o
gradiente de ions entre os compartimentos intra e extracelular proporcionando assim
um aumento do célcio citoplasmético, que por sua vez promove a ativacdo de
proteases que atuam na conversao de XDH par XO. Durante o periodo de reducéo
do fluxo sanguineo para o tecido, ocorre o consumo progressivo do ATP, com
subsequente aumento da adenosina monofosfato (AMP) que e posteriormente
catabolizada em adenosina, inosina e hipoxantina, sendo esta Ultima um substrato
fundamental para a xantina oxidase na produc¢éo de radicais livres. Quando o fluxo
sanguineo para o tecido € restabelecido, o oxigénio reage com a hipoxantina e XO
produzindo anion superoxido (O%2) e peroxido de hidrogénio (H202%). Em condi¢cbes
fisiol6gicas, os efeitos deletérios de O2 sdo minimizados pela enzima superdxido
desmutase (SOD), presente na mitocondria e no citoplasma, e que converte O2 em
agua oxigenada (H202). Numa reacdo subsequente, a catalase reduz o peroxido de
hidrogénio em agua, evitando a formacéo do radical hidroxila que € extremamente

agressivo aos tecidos. Outros mecanismos intracelulares de defesa séao a glutationa
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e a presenca desta substancia promove a remoc¢ao do ion ferro, bloqueando a
formacao de radical hidroxila a partir do O2 H202 (reacdo de Fenton). O superéxido
(O?) é, na verdade, um radical de baixa energia, porém é responsavel pela producao
da hidroxila (OH) que, através de uma reacdo quimica denominada peroxidacao
lipidica, promove a desestruturacdo dos &cidos graxos presentes, promovendo
alteracdes estruturais na membrana citoplasmética e nas organelas do interior das
células.

O infiltrado de neutréfilos ocasionado pelo o acumulo de leucdcitos,
principalmente nas vénulas pds-capilares, sdo 0s principais responsaveis pela lesao
de isquemia-reperfusdo. A migracdo dos leucocitos para as areas de inflamacao é
bastante complexa e se divide basicamente em trés etapas denominadas de
rolamento, adesdo e extravasamento. Na primeira fase, ocorre interacdo de
moléculas de adesdo localizadas no endotélio (P-selectina e E-selectina) e a L-
selectina presente nos leucocitos. Numa fase subsequente, ocorre a ativacdo nos
leucdcitos de BZ-integrinas (CD'a, CDb, e CDc CD8). Apés a ativacdo destas
integrinas, ocorre a ligacado destas com moléculas de adesdo denominadas ICAM-1
(intercelular abhesion molecule) e VCAM-1 (vascular celular adhesion molecule),
expressas na superficie endotelial. A interag@o entre as moléculas permite uma firme
ligacdo entre o leucdcito e a parede endotelial, possibilitando desta forma a posterior
migracdo destas células para o espaco intersticial. Os neutréfilos promovem a lesao
tecidual por diversos mecanismos, incluindo a liberacdo de enzimas proteoliticas
como as elastases, producao de radicais livres de oxigénio, ou ainda pela obstrucéo
mecanica do fluxo microcirculatério, estendendo ainda mais a area de isquemia apés
a reperfuséao.

Um outro mecanismo € pela a ativacdo do sistema complemento, com um
aumento significativo dos niveis séricos principalmente de C3a e Cba, tem sido
demonstrada em humanos com isquemia de membros inferiores. O envolvimento do
sistema complemento na lesdo de isquemia-reperfusdo. Também tem sido
demonstrado em diversos modelos experimentais. Utilizaram camundongos
deficientes em C5 foi demonstrada uma reducao significativa de permeabilidade
pulmonar, dos niveis de mieloperoxidase nos pulmdes, figado e intestino dos valores
de alanina aminotransferase (ALT), além da reducao das lesdes histologicas locais,
quando comparada com o0s camundongos normais submetidos a isquemia-

reperfusdo dos membros inferiores, pulmdes e intestino. Segundo estes autores
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demonstraram a reducdo das alteracdes locais e sistémicas apos o fenbmeno de
isquemia-reperfusdo em alguns tecidos, inclusive intestino delgado com o uso de
antagonistas do C5aR. A ativacdo do sistema complemento esta relacionado com a
ativacdo de uma potente sequéncia de eventos inflamatorios, incluindo expressao de
moléculas como ICAM-1 e de mediadores inflamatérios como TNF-a e IL-1.

Oxido nitrico (NO) é sintetizado a partir da L-arginina através de uma familia
de enzimas conhecidas como NO sintase (NOS). Trés enzimas NOS foram
identificadas recentemente. NOS endotelial (eNOS), NOS neuronal (nNOS) e NOS
induzida ou induzivel (iNOS). Enquanto a eNOS e a nNOS sdo expressas has
células normalmente, a INOS é expressa apenas apds estimulo destas células por
mediadores inflamatorios como as citocinas e fatores de crescimento de colbnias. As
duas formas ditas constitutivas da NOS (eNOS e nNOS) sdo de importancia
fundamental na manutencdo de viabilidade celular, e a inibicdo destas enzimas
promove grave lesdo celular. Ja a inducdo da iNOS produz uma grande quantidade
de NO e peroxinitrito, levando a leséo celular. Quanto maoior for a quantidade de
NO e peroxinitrito, aumenta a lesdo celular. Portanto, a inibicdo desta enzima (iNOS)
pode ser considerada como uma importante arma terapéutica na lesao de isquemia-
reperfusdo em diversos 6rgaos, incluindo o intestino delgado.

Proteinas pro-inflamatérias também s&o responsaveis pelo mecanismo
preciso de ligacdo entre a formacéo de radicais livres de oxigénio e a secrecao de
mediadores inflamatorios, porém ainda € controverso segundo estes autores acima
mencionados. Aparentemente, no NO apresenta um fator de extrema importancia na
sintese das proteinas inflamatoérias. O oxido nitrico regula de maneira direta NF-kB,
criando a expressao de genes envolvidos no fendmeno de IR20 NF-kB geralmente
esta presente no citoplasma de células normais ndo estimuladas em um complexo
binario p65 p105 ou terciario p50 p65 I-kB. O estimulo destas células com certas
citocinas, oxidantes ou mediadores inflamatorios como PAF e LTB4 resulta na
fosforilacdo da subunidade para o ndcleo da célula, culminado com a ativacdo da
transcricdo de certos genes. NF=kB induz a expressdo de moléculas de adeséo
(ICAM-1, VCAM-1, P-selectina, E-selectina), fator de necrose tumoral (TNF-a e TNF-
B), interleucinas, iINOS, COX-2, entre outros. Neste interim, o NO parece ter um
papel modulador na ativacdo do NF-kB, prevenindo a formac&o de substancias que
ativam o NF-kB.
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Heme oxigenasse (HO) HO-1 é a enzima que controla a conversdo do heme
em monoxido de carbono (CO), biliverdina e o ion ferro (fe2+). Existem trés formas
de heme exogenase (HO-1, HO-2 e HO-3), aparentemente, apenas a HO-1 tem
papel fundamental na homeostase durante o fenébmeno de isquemia e reperfusao
celular. O sistema HO-1 apresenta quatro fungbes benéficas: Funcdo antioxidante,
manutencao da microcirculacao, funcdo anti-inflamatéria e antiapoptose.

A funcéo antioxidante esta relacionada com a degradacéao do heme, producao
de bilirrubina e formacéo de ferritina via Fe2+. Com a producdo do CO, com suas
propriedades vasodilatadoras e antiplaquetarias, ocorre a manutencdo do fluxo
sanguineo na microcirculagdo. Além disso, 0 monoxido de carbono parece também
estar associado a modulacdo da morte celular programada.

Na apoptose também a HO-1 apresenta funcdes anti-inflamatorias, através do
controle da expressdo e producdo de moléculas de adesdo entoteliais e fatores
quimioatraentes. Outros autores demonstraram que a HO-1 e a biliverdina modulam
o recrutamento de leucdcitos pelos 6rgaos, incluindo intestino, figado, pulméo e rim.

A xantina desidrogenase (XD), € uma das enzimas responsaveis pelo
mecanismo de fornecimento de um elétron altamente energético para a nicotinamida
adenina difosfato (ADP) que sendo receptora deste elétron se transforma no ATP,
armazenando a energia de modo estavel e transportavel dentro da prépria célula ou
para outros tecidos e 0rgaos. A supressao do oxigénio determina a conversdo da XD
em xantina oxigenase (XO). Esta enzima utiliza o oxigénio como receptor de
elétrons, numa ligacdo instavel e altamente energética formando os conhecidos
radicais livres de oxigénio (RLO) ou espécies reativas de oxigénio (EROs) como o
superoxidos (O,) e perdxido de hidrogénio (Hzoz)' Os radicais livres de oxigénio
determinam a destruicdo das camadas lipoprotéicas das membranas celulares, do
nacleo, mitocondrias e do citossol levando a morte celular imediata por necrose ou
desencadeando processos bioquimicos que, apés um determinado tempo, levara a
morte celular por apoptose pela via extrinseca ou intrinsica.

Wu et al. (2002); Bertoletto et al. (2012); Bertoletto et al. (2008) demonstraram
o papel da INOS sobre o0 processo de apoptose na mucosa intestinal de rato apos
I/R, assim como seu efeito na liberagdo do citocromo c a partir das mitocondrias. No
experimento, a artéria mesentérica superior foi ocluida durante 60 minutos e
realizada reperfusdo 60 minutos seguintes. Os ratos foram pré-tratados com injecao
intraperitoneal dos inibidores da INOS, tais como N-nitro-L-arginine methyl
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esteraminoguanidine (1S,5S,6R,7R) - 7 - chloro - 3 - imino - 5 - methyl-2-azabicyo e
heptane hydrochloride. A quantidade da INOS sintase, caspase-3 e citocromo c foi
determinada pelo método Western blot. A atividade da desidrogenase epitelial
mitocondrial da mucosa intestinal foi verificada utilizando o método que inclui o uso
da substancia 3 - (4,5-dimethylthiazol-2-yl) - 2,5 - diphenyltetrazoilium bromide. A I/R
no intestino aumentou a apoptose da mucosa intestinal, a quantidade da INOS
sintase e a liberacdo do citocromo ¢, mas nao alterou a quantidade da caspase-3.
Os inibidores da INOS atenuaram de forma significativa a apoptose da mucosa
intestinal e a liberagdo do citocromo c. A disfungdo mitocondrial induzida pela I/R
intestinal foi melhor nos experimentos em que se usaram os inibidores da INOS
sintetase. Esses resultados indicaram que a iNOS sintase esta relacionada com a
apoptose da mucosa intestinal apés I/R, fato este que pode ser parcialmente
explicado pela liberacdo do citocromo c a partir da mitocondria para sua matriz
citosol.

Xia, Martin, Besner (2003); Pawlik et at. (2011); Sparkes et al. (2010);
Takamori et al. (1989); Teruya (2006) examinaram as alteracdes inflamatdrias, se o
fator de crescimento epitelial ligado a heparina (HB-EGF), uma molécula intestinal
citoprotetora, exerce seus efeitos por meio da expressao da molécula de adeséo e
do infiltrado de células inflamatérias, que sédo considerados importantes mediadores
na patogénese da I/R intestinal. Os danos totais causados pela I/R em ratos foram
causados pela oclusdo da artéria mesentérica superior durante 90 minutos, seguida
de reperfusao tecidual. Os ratos foram tratados com 600_g/kg de HB-EGF na regiao
intraluminal, e os controles com PBS durante 45 minutos apés o inicio da isquemia.
Vinte e quatro horas apds a I/R intestinal, o ileo foi retirado e processado para
deteccdo imunohistoquimica de P-/E-selectins, intercellular adhesion molecule—1
(ICAM-1)/vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1), células polimorfonucleares
neutrofilos (PMN) e macrofagos. Os resultados mostraram que as P-/E-selectins
foram detectadas de forma significativa no endotélio apos 4 horas da I/R quando
comparada com o intestino normal. O tratamento com o HB-EGF diminuiu
significativamente a expressdo das P-/E-selectins. Entretanto, foi observado um
aumento da expressdo da molécula celular de adesdo ICAM-1 e VCAM-1.
Finalmente, a I/R causou uma significativa infiltracdo dos PMN e macréfagos no
tecido apds 24 horas, em comparacdo com o intestino normal, mas o tratamento

com HB-EGF diminuiu significativamente, posteriormente, a nUmero dessas células.
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Os autores concluiram que a citoprote¢éo promovida pelo uso do HB-EGF intestinal
diminuiu, em parte, a regulacdo da expressdo das moléculas de adesdo e a
infiltracdo pelas células inflamatdrias citadas.

Brahmbhatt et al. (2013); Walensi et al. (2013); Peres et al. (2012); Santos et
al. (2012) verificaram a possibilidade de diminuir os danos causados pela I/R
intestinal usando-se a sinvastatina, hidroxietilamido e/ou alguns antioxidantes, como:
vitamina C, manitol e N-acetilcisteina. Os estudos foram realizados em coelhos
vermelhos machos da Nova Zelandia, os quais foram divididos em seis grupos de
oito animais cada um. No grupo 1, cinco segmentos do intestino delgado foram
retirados para estudos histopatoldgicos (intestino normal). No grupo 2, segmentos do
intestino delgado também foram usados para estudos histopatologicos apds 3 horas
da oclusdo da artéria mesentérica superior (isquemia intestinal). No grupo 3, apos 3
horas da oclusdo da artéria mesentérica superior, realizou-se 1 hora de reperfusao
tecidual. Nesse grupo, o fluxo sanguineo foi medido na artéria citada, durante os
primeiros 30 minutos e, novamente, segmentos do intestino delgado foram retirados
para futuros estudos histopatologicos apds 60 minutos da realizacdo da reperfusao
intestinal. Nos grupos 4, 5 e 6, os procedimentos foram similares aos do grupo 3,
mas, adicionalmente, os animais receberam por via endovenosa 0s seguintes
antioxidantes: vitamina C, 250 mg/kg para o grupo 4; 20% de manitol no grupo 5 (3
mi/kg); e 100 mg/kg de N-acetilcisteina no grupo 6. Os resultados mostraram que 0s
antioxidantes escolhidos tiveram efeito benéfico sobre o fluxo sanguineo na artéria
mesentérica superior. O fluxo sanguineo nos grupos que receberam antioxidantes,
apos 30 minutos da reperfusdo mostrou melhores valores iniciais, de 53% a 57%,
que os 27% do grupo 3. As avaliacdes histopatologicas mostraram que houve acéo
antioxidante da vitamina C e do manitol. A aplicacdo desses antioxidantes diminuiu
os danos teciduais no intestino delgado desse grupo de animais apos reperfusédo, a
qual foi realizada ao término das 3 horas da oclusédo da artéria mesentérica superior.

Moeser et al. (2006) citam que o trato gastrointestinal é revestido por uma
simples camada de epitélio, que atua como uma excelente barreira seletiva,
permitindo um eficiente transporte de nutrientes e agua e prevenindo a entrada para
o lumen intestinal de microrganismos potencialmente patogénicos. A falha nessa
barreira é caracterizada pelo aumento da permeabilidade intestinal, que precede o
inicio de um grande numero de alteracdes intestinais agudas inclusive isquemia

intestinal aguda ou croénica.
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Gomes et al. (2011) avaliaram as alteracdes histopatologicas da mucosa
intestinal de coelhos submetidos a I/R, com e sem pré-condicionamento isquémico.
Foram estudados dois grupos de dez coelhos da Nova Zelandia, machos, com peso
corporeo variando entre 2,2 e 3 kg (média de 2,5 kg). Para inducéo da isquemia em
todos os animais, o intestino delgado e o mesentério foram seccionados 30 cm e 60
cm apos a transicdo pilérica gastroduodenal, antes da oclusdo da artéria
mesentérica cranial. Nos animais do grupo 1, a artéria mesentérica proximal foi
ocluida por pincamento atraumatico durante 45 minutos, seguidos de reperfusdo por
30 minutos. No grupo 2, foi realizado pré-condicionamento por trés ciclos de 2
minutos de oclusdo mesentérica intercalada com trés ciclos de 2 minutos de
reperfusédo, seguida de oclusdo mantida por 45 minutos e reperfusdo de 30 minutos
como no grupo 1. Para o estudo histopatoldgico, foram obtidas bidpsias da parede
intestinal antes da isquemia (t0-controle), apds 45 minutos de isquemia (t1) e apés
30 minutos de reperfusao (t2). Os resultados mostraram que no grupo 1 foram
observados os seguintes graus de lesdes: t1, média de 2,8 e t2, média de 3,3.
Foram significativas as diferencas entre t0 e t1 e t0 e t2, mas nao foram significativas
as variacOes entre t1 e t2 (p>0,05). No grupo 2, obteve-se em t1 a média de 2,6 e
em t2 a média de 2,1. Foram significativas (p<0,05) as diferencas entre t0 e t1, t0 e
t2 e entre t1 e t2. Nao ocorreu diferenca significativa (p>0,05) entre os resultados de
tl nos dois grupos, mas foram significativas (p<0,05) as diferencas entre 0s
resultados histopatolégicos das biopsias de t2 dos grupos 1 e 2. Os autores
concluiram que o pré-condicionamento isquémico reduziu significativamente a
alteracdo histopatoldgica determinada pela reperfusdo pos-isquémica da parede
intestinal.

Topcu et al. (2007) investigaram se o Misoprostol®, um tipo de prostaglandina
sintetizada e analoga ao PGEL, teria algum efeito sobre a preven¢do da apoptose
quando ocorrem as alteracdes teciduais nos processos de I/R intestinal induzidos
experimentalmente. Trinta ratos albinos Wistar machos e adultos foram
selecionados, ficaram em jejum durante 18 horas antes do inicio do experimento,
mas puderam beber dgua até 30 minutos antes da laparotomia. Todo o processo
cirrgico foi sempre realizado entre 10 e 11 horas da manha. Esses 30 animais
foram distribuidos em trés grupos: grupo | cuja laparotomia foi realizada sem
realizacdo dos processos I/R e o animal recebeu solucdo salina no lugar do

Misoprostol®; grupo Il que sofreu laparotomia mais os processos I/R e usou-se ainda
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salina no lugar do Misoprostol®; e o grupo Il que foi submetido & laparotomia e aos
processos I/R, tendo recebido o Misoprostol®. O Misoprostol® (50 mg/kg/d) foi
administrado como uma “refeicdo intragastrica”, ou seja, por via parenteral, durante
trés dias. Espécimes de tecido do ileo terminal foram coletados para estudos
histologicos e bioquimicos. As células apoptéticas foram detectadas usando-se o
sistema de reacfes abreviado como TUNEL em lingua inglesa, conforme as letras
grifadas em negrito que estdo entre parénteses (Terminal deoxynucleotidyl
transferase-mediated dUTP Nick End-Labelled). As analises imunohistoquimicas
foram realizadas para determinar a distribuicdo da INOS e a sintase induzida do
oxido nitrico endotelial (eNOS). As amostras foram analisadas pelo método
malondialdeido (MDA), superdxido dismutase (SOD) e glutathione peroxidase (GSH-
Px). O numero de células positivas para o sistema TUNEL foi mais alto no grupo Il
quando comparado com os outros dois grupos (p<0.05). No grupo lll, esse valor foi
mais alto quando comparado com o grupo | e mais baixo quando comparado com o
grupo 1l (p<0,05). A imunorreatividade para a iINOS nao foi detectada nos cortes
histolégicos do grupo |, mas foi moderadamente imunorreativa no grupo Il e
levemente imunorreativa no grupo Ill. A imunorreatividade da eNOS foi moderada
nos cortes histolégicos do ileo em todos os trés grupos. Usando-se método MDA no
ileo, este mostrou reacdes mais intensas que no grupo Il em comparacdo com o
grupo | (p<0,05), mas ndo mostrou diferenca em relacdo ao grupo lll. A superoxido
dismutase ndo mostrou diferenca quanto a sua reatividade nos grupos | e lll, mas foi
significativamente mais reativa no grupo Il (p<0.05). Nesse modelo experimental de
indugédo de I/R para obter alteragdes no intestino, a apoptose foi verificada em
relacdo aos enterocitos, mas os autores puderam demonstrar que o Misoprostol®
diminuiu a apoptose dessas células nesse modelo experimental. Os resultados
dessa pesquisa indicaram que o Misoprostol® pode ter um papel-chave nos eventos
fisiopatoldégicos que promovem as falhas intrinsecas da barreira de defesa na
isquemia e reperfusao do epitélio intestinal.

Camara-Lemarroy et al. (2010) investigaram o efeito da talidomida sozinha ou
em associacdo com pentoxifilina, em relacdo aos seus efeitos sobre o tecido
intestinal de ratos submetidos ao processo I/R. Vinte ratos machos Wistar foram
aleatoriamente distribuidos em cinco grupos: no grupo 1 (Sham), uma operacéo
simulada foi realizada; o grupo 2 foi o grupo-controle; o grupo 3 recebeu apenas

talidomida como tratamento (400 mgkg™) (THAL); o grupo 4 recebeu tratamento
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apenas com pentoxifilina (PTX 50 mg.kg™); e o grupo 5 recebeu uma combinacéo de
tratamento com talidomida e pentoxifilina (THAL + PTX). O processo I/R foi induzido
por clampeamento da artéria mesentérica superior durante 45 minutos, seguido por
120 minutos de reperfusdo. Mediu-se no soro a concentracdo de aspartato-
aminotransferase (AST), lactato-desidrogenase (LDH), fator de necrose tumoral alfa
(TNF), assim como a peroxidacao dos lipideos e seu status antioxidante. Amostras
de intestino foram morfologicamente analisadas e a propor¢cédo do edema foi medido
em amostras secas e Umidas tanto do intestino como pulmdo e figado. Os
resultados mostraram que as concentracdes de AST, LDH e TNF-alfa estavam
aumentadas em todos 0s grupos apés I/R quando comparadas com o grupo-controle
e 0 grupo experimento (p<0,05), assim como a peroxidacdo dos lipideos, mas a
capacidade antioxidante do soro foi diminuida (p<0,05). A propor¢do do edema nas
amostras secas e uUmidas foi elevada em todas as amostras (p<0,05). Tanto a
talidomida como a pentoxifilina reduziram efetivamente os niveis de AST, LDH, TNF-
alfa, os niveis de peroxidacédo dos lipideos, e atenuaram o edema do tecido intestinal
induzido pelo processo I/R (p<0,05). O tratamento que combinou talidomida e PTX
mostrou efeitos modestos no pulméo em relagdo aos niveis de TNF-alfa. Os autores
concluiram que as duas drogas protegeram o tecido intestinal, pulmonar e hepatico
contra as injurias do processo I/R intestinal, provavelmente pela inibicdo dos niveis
de TNF-alfa no soro e pela peroxidacdo dos lipideos. Entretanto, a combinacao de
tratamentos ndo mostrou resultados significativos.

Sparkes et al. (2010) induziram o processo I/R no intestino de camundongos,
e 0s resultados mostraram danos teciduais significativos nos animais selvagens, o
gue n&o ocorreu com os animais deficientes para o anticorpo Rag-1(-/). Entretanto,
esses animais Rag-1(-/-) mantiveram os danos intestinais apos administracdo de
anticorpos dos animais selvagens, como se verificou quando do uso do anticorpo
monoclonal especifico e relacionado com o antifosfolipideo, sugerindo envolvimento
do antigeno formado por lipideo. A hipotese dos autores foi que o processo I/R
inicia-se 0 metabolismo dos lipideos nas células, resultando na producdo de um
antigeno que é reconhecido pelo anticorpo monoclonal antifosfolipideo. Em varios
momentos, tanto no grupo-controle como no grupo que sofreu I/R, os lipideos
extraidos das amostras do jejuno do animal foram analisados por meio da
espectroscopia de massa, especificamente denominada como electrospray

ionization triple quadrupole mass spectrometry. Durante 15 minutos de reperfusao,
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ocorreu uma inducado significativa da lisofosfatidilcolina, lisofosfatidilglicerol e da
producéo de &cido aracdonico livre, em comparacdo com o tratamento realizado no
grupo-controle. Enquanto os niveis de lisofosfatidilcolina, lisofosfatidilglicerol e acido
aracdonico livre foram similares nos animais selvagens e nos animais deficientes
Rag-1(-/-), o processo promoveu ativagdo do nivel do mRNA Cox-2 e producdo de
da prostaglandina E; nos animais selvagens, mas nao nos animais deficientes. A
administracdo dos anticorpos dos animais selvagens nos animais deficientes
restaurou a producdo de PGE, e danos teciduais no intestino. Esses dados
indicaram que o processo I/R para induzir danos teciduais no intestino necessita da
estimulacdo pelo mRNA Cox-2 para produzir PGE;, mas nao para produzir
lisofosfatidilcolina e producédo de acido aracdonico livre.

Bulbuloglu et al. (2011) associaram a hipoperfusao visceral e as altera¢des do
processo I/R com o estresse oxidativo do intestino. Estudaram os efeitos do
condicionamento na pré e pds-laparoscopia usando zinco, pentoxifiina e N-
acetilcisteina como marcadores das alteracdes teciduais provocadas pela I/R do
intestino delgado, em um modelo animal. Utilizaram 56 ratos machos Sprague-
Dawley, distribuidos ao acaso, em grupos de tratamento numerados de 1 a 7, um
grupo-controle e seis experimentais. Exceto para o grupo 7 (grupo-controle), foi
realizada uma cirurgia para indugdo do pneumoperitbnio por meio do insuflamento
de dioxido de carbono sob a pressdo de 154mmHg. No grupo 1, a laparoscopia para
I/R foi submetida a 60 minutos de pneumoperitbneo. No grupo 2, foi realizada uma
laparoscopia pré-condicionadora e depois a laparoscopia propriamente dita, com 5
minutos de insuflamento seguido por 60 minutos de pneumoperitdneo. No grupo 3,
foi realizada a laparoscopia mais laparoscopia pos-condicionadora de 60 minutos e
pneumoperitbneo provocado por 5 minutos de insuflamento e 5 minutos de
desinsuflamento. O grupo 4 recebeu injecdo intraperitoneal de zinco (50emg.kg™?); o
grupo 5, pentoxifiina e o grupo 6, uma unica injecdo intraperitoneal de zinco-
pentoxifilina (50mgkg™) ou N-acetilcisteina (150emgkg™), respectivamente, 5 minutos
antes do periodo de desinsuflamento. Os animais foram sacrificados no final dos
experimentos. Amostras do intestino delgado foram testadas para malondialdeido
(MDA), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPX) e superoxido dismutase
(SOD). Os resultados ndo mostraram diferencas significativas para os niveis de MDA
entre os grupos 1, 2 e 3. Entretanto, os niveis de MDA foram significativamente mais

altos nos grupos 1, 2 e 3 quando comparados com os grupos 4, 5, 6 e 7. Para 0s
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niveis de SOD e GPX, o grupo 3 foi significativamente mais alto do que nos grupos
1, 2 e 4 em comparagdo com 0 grupo-controle (grupo 7). De acordo com os niveis
de SOD, nao houve diferenca significativa entre os grupos 1, 2, 4 e controle. Os
niveis de GPX do grupo 3 foram significativamente mais altos do que os do grupo 1,
2, 4 e controle. O nivel de GPX do grupo 1 foi significativamente mais baixo do que o
dos grupos 5 e 7. O nivel médio de CAT dos grupos 1 e 2 foram significativamente
mais baixo quando comparado com os grupos 3, 6 e grupo-controle. A média do
nivel de CAT no grupo 3 foi significativamente mais alta do que nos grupos 1, 2, 4 e
controle. Os autores concluiram nesse modelo animal que as alteragbes causadas
pelo processo I/R no intestino delgado mostraram que o zinco, a pentoxifilina e a N-
acetilcisteina atenuaram significativamente os danos teciduais no intestino delgado
submetido a isquemia, 0 que ndo ocorreu com o condicionamento realizado pela
pré-laparoscopia e nem com a poés-laparoscopia, que, portanto, podem ser
dispensaveis.

A apoptose é um processo ativo cuja marca registrada € a autodigestédo
controlada dos constituintes celulares, por causa da ativacdo de proteases
enddgenas e pode ser comparada metaforicamente a um "suicidio celular". A
ativacdo dessas proteases compromete a integridade do citoesqueleto, provocando
verdadeiro colapso da estrutura celular. Em resposta a contracdo do volume
citoplasmatico, a membrana celular forma bolhas e altera o posicionamento de seus
lipidios constituintes. Em células indenes, a distribuicdo de fosfatidilserina se faz
primariamente no folheto interno da membrana plasmatica. Durante o processo de
apoptose, esse lipidio se expde no folheto externo da membrana. O novo
posicionamento da fosfatidilserina serve como sinalizador para que células
fagociticas das proximidades englobem os fragmentos celulares e completem o
processo de degradacdo. Durante a apoptose ocorrem alterages caracteristicas no
nacleo celular gracas a ativacdo de endonucleases que degradam o DNA. Como
resultado, o nucleo torna-se picnético e a cromatina se condensa nas por¢cdes
adjacentes a membrana nuclear. Finalmente, o nucleo entra em colapso e se
fragmenta. Simultaneamente, as bolhas que se formam no citoplasma separam a
célula em fragmentos circundados por membrana, contendo partes do nucleo e
organelas intactas (corpos apoptoticos). Os restos celulares séo fagocitados pelos
macrofagos teciduais ou células adjacentes (PAROLIN, REASON, 2001).
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Bussuan et al. (2010) avaliaram o marcador para apoptose celular Fas ligante
(FasL) em um modelo de estresse oxidativo induzido pelo azoximetano (AOM) na
cripta de célon em ratos. Para isto, usaram 14 ratos Wistar distribuidos em dois
grupos: controle (n=7) e AOM (n=7). O grupo AOM recebeu 5 mg/kg da droga e o
grupo-controle recebeu solucdo salina aplicada pela via subcutanea. A coleta das
amostras no colo proximal ocorreu apds 3 horas da administracdo das substancias
nos dois grupos. A FasL foi quantificada pelo percentual nas seguintes areas: no
topo, base e toda a cripta do cdélon intestinal. Os resultados foram submetidos aos
testes de Shapiro-Wilks e t de Student (p<0,05). Os resultados mostraram que no
grupo-controle ndo houve diferenga significativa entre a expressédo do FasL no topo
(10,75 £ 3,33) e base (11,14 + 3,53) da cripta (p=0,34293740). No grupo AOM, néao
houve diferenca significativa entre a expressao do FasL no topo (8,86 * 4,19), base
(8,99 + 4,08) e cripta (p=0,78486003). Entre o grupo-controle (10,95 + 3,43) e o
grupo AOM (8,92 £ 4,13), houve uma diferenca significativa da expressao da FasL
(p=0,026466821), e uma reducdo significativa na expressdo do FasL ocorreu no
grupo-controle (10,75 + 3,33) e AOM (8,86 £ 4,19) no topo da cripta (p=0,00003755).
Foi observada uma diminui¢do significativa no grupo-controle (11,14 + 3,53) e AOM
(8,99 + 4,08) na base da cripta (p=0,00000381). Os autores concluiram que o
azoximetano induziu estresse oxidativo, o qual foi identificado pela diminuicdo
significativa da expressdo da FasL, embora ndo haja diferenca significativa entre a
base e a parte superior da cripta associada a ativacdo do consumo do FasL. O papel
da proteina ligante Fas no estresse oxidativo induzido pelo azoximetano em criptas
do colo de ratos. Bussuan et al. (2010) avaliaram o marcador de apoptose Fas
ligante (FasL) em um modelo de estresse oxidativo induzido pelo azoximetano
(AOM) na cripta de colon em ratos. Concluiram que o azoximetano induziu o
estresse oxidativo identificado pela diminuigdo significativa da expressao do FaslL,
embora ndo haja diferenca significativa entre a base e parte superior da cripta
associada a ativacao de consumo do FasL.

Kanomata, em 2011, estudou quantitativamente, na expressao de FAS ligante
pés-inducdo de estresse oxidativo em mucosa gastrica com administracdo de
azoximetano em ratos, a quantificacdo da expressdo de FAS-L pela
imunohistoquimica, com uso de processamento de imagem assistida por
computador na quantificacdo da expressdo do biomarcador FAS ligante com o

programa Adobe Photoshop®. Andlise estatistica da média de expressédo de FAS
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ligante com método de Mann-Wittman evidenciou aumento do Fas ligante nos
grupos que utilizaram azoximetano em ratos. O autor concluiu que a expressao de
FAS ligante aumentou em mucosa gastrica com administracdo de azoximetano.
Evidenciado aumento da expressdo de FAS ligante na terceira semana, 3 horas
apos a primeira administragdo de AOM, e na quinta semana.

Fator ativador de plaquetas promove apoptose da mucosa de intestino
delgado de ratos via Fas ligante, caminho que ativa a cascata das proteases por
meio da ativacdo da caspase 9 apos o fenbmeno da isquemia e reperfusdo. Wu et
al. (2002) utilizaram o fator ativador de plaguetas (PAF) como um mediador pro-
inflamatorio lipido para a resposta inflamatoria. Nao € claro se o PAF esta envolvido
Nno processo que € muito complexo na leséo da I/R, que a apoptose da mucosa do
intestino delgado. A I/R intestinal de intestino delgado de ratos por 60 minutos pela
oclusdo da artéria mesentérica superior, seguida por uma reperfusdo de 60 min. A
I/R induziu apoptose da mucosa intestinal pela atividade do PAF, mas inibiu a
atividade do PAF-acetil. Foram observados aumentos significativos na interleucina-6
(IL-6) e diminuicbes na expressdo de IL-10. A andlise Western blot mostrou que a
I/R na ativacdo das plaguetas endoteliais, aumento da molécula-1 de adeséao celular
(PECAM-1) e as proteinas do Fas e ligante Fas (FasL), induziu aumento da
liberagéo e ativacao do citocromo ¢ nas mitocondrias pela ativagéo da caspase-9. O
pré-tratamento do PAF com o antagonista BN-52021 atenuou essas mudancas,
exceto o aumento do Fas ligante. Os resultados mostraram que a I/R da mucosa
intestinal resultou em aumento de PAF activado. O PAF ativado aumentou na
mucosa IL-6 e PECAM-1 e a expressdo de FASL, mas nédo evitou a ativagao do
citocromo ¢ na mitocondria para ativar caspase-9. Essa descoberta sugere que o
PAF, por meio do FASL induz apoptose da mucosa apos I/R em intestino delgado de
ratos. Fator ativador de plaquetas (PAF) é um mediador pré-inflamatério lipido para
a resposta inflamatoéria. Mas ainda ndo é claro como o PAF esta envolvido no
processo muito complexo de isquemia-reperfusdo, provocando a apoptose induzida
na mucosa do intestino delgado. A I/R intestinal em ratos foi induzida por 60 minutos
pela oclusao da artéria mesentérica superior, seguida por uma reperfusao de 60 min.
I/R induziu apoptose da mucosa e atividade PAF, mas inibiu a atividade da PAF-
acetil. Foram observados aumentos significativos na interleucina-6 (IL-6) e
diminuigBes na expressdo de IL-10. A analise Western blot mostrou que a I/R ativa

molécula-1 de adeséao celular (PECAM-1) nas plaguetas endoteliais e as proteinas
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de Fas e ligante (FasL), aumentou a libertacao de citocromo ¢ de mitocondrias induz
ativacdo da caspase-9 ativando outras proteases da cascata da apoptose. O Pré-
tratamento da PAF com antagonista BN-52021 atenuou essas mudancas, exceto o
aumento do FasL. Os resultados mostraram que na I/R o antagonista BN-52021 do
PAF-acetil-resultou numa redugdo de PAF ativado. No entanto o PAF ativado
aumentou na mucosa IL-6 e PECAM-1, aumentando a expressao FASL, e levou a
ativacdo e a liberacdo de citocromo ¢ na mitocondria para ativar caspase-9. Esse
achado sugere que PAF promove a apoptose da mucosa apés I/R em intestino
delgado de ratos em parte por meio de FASL pela mediagédo da caspase-9, caminho
para ativar as proteases da cascata da apoptose em mucosa istestinal apés o
processo da isquemia e reperfusao intestinal (WU et al., 2002).

Jing et al. (2008) desenharam um estudo em ratos para determinar a funcéo
do PAF e o0 FTN (TNF) que participam da modulacdo da apoptose intestinal pela via
extrinseca pela proteina ligante conhecida como proteina da morte celular que se
encontra na membrana celular. Em qualquer situacdo de agressdo celular, a
isquemia e reperfusdo sao ativadas formando um imunocomplexo com o anticorpo
anti-Fas ligante e induzem apoptose celular pela via extrinseca ativando uma
cascata de proteases que sao as caspases nas epiteliais, podendo provocar a morte
celular pela apoptose. Assim, o anti-Fas ligante pode ser utilizado como marcador
para analise de apoptose, podendo esta ser medida e avaliada por varios métodos
de informéatica (software) ou contagem visual das células em cor marrom, pois o anti-
Fas ligante marca as células apoptoticas em coloracdo marrom. Inclusive este
método foi utilizado na analise imuno-histdquimica da presente pesquisa.

Assis (2012); Asisis et al. (2013) utilizaram o biomarcador anti-FAS ligante em
testiculos de ratos submetidos ao fendmeno de isquemia e reperfusao. A expressao
do FAS ligante (FASL) em células sertoli de testiculos de ratos submetidos ao
fendbmeno de isquemia/ reperfusdo foi quantificada com objetiva de 40x no campo
microscopico para facilitar a contagem visual das células coradas em marrom
mostrando que este marcador foi factivel para identificar a morte celular por

apoptose apos isquemia e reperfusdo tecidual de testiculos de ratos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

1. Avaliar os mecanismos de protecao tecidual da isquemia/reperfusao em
intestino delgado de ratos.

3.2 Especificos

1. Avaliar a agédo da pentoxifilina e da prostaglandina E1 no fendmeno de
isquemia e reperfusao em intestino delgado de ratos.

2. Identificar as lesdes histologicas pelos critérios de Chiu no fendmeno
isquemia e reperfusao do intestino delgado de ratos

3. Avaliar apoptose celular pela imunohistoquimicas com o biomarcador anti-Fas
ligante em intestino delgado de ratos submetidos ao fenébmeno de isquemia e

reperfusao.
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4. MATERIAL E METODO

A pesquisa foi aprovada pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), Brasil; protocolo nimero
308 e foi executado no Laboratério de Técnica Cirdrgica Experimental da UFMS no
periodo de janeiro a dezembro de 2012.

Foram utilizados trinta e cinco ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar,
albinos, machos, adultos, com peso médio de 260 g. Os animais foram mantidos em
caixas com cinco ratos alojados em estantes ventiladas com temperatura e umidade
controladas e ciclo de luz de 12 h claro e escuro no Laboratorio de Modelo Animal e
Cirurgia Experimental do Biotério Central da UFMS.

Os animais foram mantidos no Biotério Central da Disciplina de Técnica
Cirargica Experimental por sete dias, para observacdo e adaptacdo, previamente
aos procedimentos operatorios aos quais foram submetidos. Receberam racéo
balanceada propria para a espécie e agua ad libitum. Os animais ficaram alojados
em gaiolas de metal, com dimensdes de 40 cm x 30 cm X 25 cm, com no maximo
cinco animais por gaiola, sob as condi¢des de iluminacdo controlada, com ciclo de
luz de 12 h claro e escuro e temperatura ambiente variando de 19°C a 37°C e
higienizacao diaria.

Os animais foram distribuidos em quatro grupos: Grupo A (n=10), Grupo B
(n=10) e Grupo C (n=10), segundo o tipo de procedimento experimental e farmacos
utilizados e o Grupo D (n=5), grupo simulado ou Sham (Figura 4).

Grupo A - GA (n=10) Isquemia e reperfusdo tecidual: dez ratos foram
submetidos a isquemia intestinal por 60 minutos, por oclusédo da artéria mesentérica
cranial com clampe vascular, seguida por reperfusdo durante 60 minutos.

Grupo B (n=10): isquemia e reperfusdo com pentoxifilina: dez ratos foram
submetidos ao procedimento de isquemia intestinal por 60 minutos por oclusdo da
artéria mesentérica cranial com clampe vascular, seguida por reperfusdo durante 60
minutos com uso da pentoxifilina com 40 mg.kg™, distribuida em 20 mg.kg * trés
minutos antes do inicio do periodo de isquemia e 20 mg.kg™ trés minutos antes do
inicio do periodo de reperfuséo.

Grupo C (n=10): isquemia e reperfusdo com prostaglandina E1: dez ratos

foram submetidos ao procedimento de isquemia intestinal por 60 minutos por
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oclusdo da artéria mesentérica cranial com clampe vascular, seguida por reperfuséo
durante 60 minutos com uso de 5 pg.kg™ prostaglandina E1(PGEL), distribuidos 2,5
ncg.kg® trés minutos antes do inicio do periodo de isquemia e 2,5 pg.kg* trés
minutos antes do inicio do periodo de reperfusdo. A PGE1l contém 20 ucg de
Alprostadil®, sendo apresentada sob a forma liofilizada. A diluicdo foi feita em 5 ml
de 4gua destilada, obtendo-se assim uma solucdo com concentracdo de 4 pg.mL™.
Grupo D (n=5 ratos) grupo simulado ou grupo Sham: todos os animais foram
submetidos aos procedimentos dos grupos experimentos, ou seja, submetidos a
analgesia, anestesia e laparotomia sem o clampeamento da artéria mesentérica e

nem com uso de drogas.

N= 35 ratos
A
nf{Eprztcs Grupo B Grupo C Grupo D
Controle ou n=10 ratos n=10 ratos n=>5 ratos
experimento I/R ‘
sem uso de drogas /R com PTX I/R com PGE1 Simulado (Sham)

Figura 4 - Esquema representativo da distribuicdo dos grupos.

4.1 Ambiente

Local da experimentacdo: Laboratorio de Cirurgia Experimental da UFMS.
Condicoes de alojamento: os animais foram alojados em salas exclusivas com
ambiente adaptado as necessidades da espécie como citado anteriormente.
Temperatura entre 18 e 27°C. Umidade relativa do ar entre 40% e 70%. Ciclos de
luz—escuriddo de 12/12 h, com intensidade luminosa de 323 lumes/m? Trocas ar
fresco e filtrado, com média de dez trocas completas por hora. Instituicdo: Biotério
da UFMS, periodo de adaptacgédo: sete dias( Figura 5)

Condicdes de confinamento: quatro animais em cada caixa de polipropileno
apropriada para a espécie (16 cm x 46 cm x 34 cm), proporcionando espa¢co minimo
de 250 cm? para cada animal, tampas de malhas metalicas de 1,6 cm? com camas

de maravalhas (madeira), colocadas em estantes a 1 m acima do piso.
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Alimentacdo: ad libitum com agua em bebedouros de vidros suspensos com
bicos de ponta reta, e racdo “peletizada”, prépria para a espécie (teor proteico de
20% a 27%).

Lk
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Figura 5 - Foto do confinamento dos animais.

4.2 Procedimentos
Isolamento dos animais em caixas de polipropileno, em sala anexa a sala

operatdria, po r um periodo de trés horas, com a finalidade de diminuir o
estresse pré-operatorio dos animais. Pesagem dos animais.

4.2.1 Pré-operatdrio

Tricotomia do terco inferior do abdémen com tosquiador elétrico. Assepsia
com escova de cerdas macias embebidas em iodopirrolidona topica 2% e enxague

com solucéo salina 0,9% (Figura 6).



43

4.2.2 Anestesia dissociativa

Solucéo de 2:1 de cloridrato de cetamina” (50.mg/mL™) e xilazina" (20mg/mL™)

na dosagem de 0,1 mL/100g™* de peso, administrado por via intraperitoneal. O plano

anestésico foi constatado com o decubito dorsal e ndo a reacao a dor.

4.2.3 Analgesia

A analgesia foi realizada com Nalbufina (Nubain®), administrada na dose 2
mg/kg™, por via subcutanea com o objetivo de reduzir dor durante o tempo em que
0S animais permaneceram acordados na isquemia e reperfusdo tecidual, ap6s a
recuperagdo anestésica que ocorre em aproximadamente 20 minutos apos inicio da

anestesia.

Figura 6 - Foto do animal anestesiado e apos a tricotomia.
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4.2 .4 Operacao (Figuras,6,7, 8 e 9)

Em decubito dorsal, antissepsia com alcool iodado 2%, colocacdo dos panos
operatorios para isolamento do abdémen. Incisdo longitudinal na linha média do
abdémen laparotomia mediana xifopubica, com 30 mm de comprimento, sendo
dissecada, primeiro, a pele, depois o tecido celular subcutaneo e aberto a linha Alba,
com lamina de bisturi n® 15 e tesoura curva, para exposicao da cavidade abdominal,
exteriorizacdo do intestino delgado, identificacdo e disseccao da artéria mesentérica
cranial. Essa artéria foi ocluida por clampe vascular atraumatico que permaneceu
durante sessenta minutos (fase de isquemia). Apds a colocacdo do clampe, o
intestino delgado foi reposicionado na cavidade abdominal e a ferida operatoria foi

fechada com sutura continua da pele com fio de poliamida 3.0.

4.2.5 Procedimento operatério de reperfuséo

Animal sob a anestesia ha mesma dose, posicionado em decubito dorsal na
mesa operatéria; antissepsia com polivinilpirrolidona (PVPI - Povidine®). Colocacéo
dos panos operatdrios esterilizados isolando-se o campo operatério, sec¢ao do fio
de poliamida 3.0, retirada da sutura com reabertura da cavidade abdominal.
Afastamento das algas intestinais e identificagédo do clampe vascular que foi aberto e
retirado. Acomodacdo das alcas intestinais na cavidade abdominal. Apos a
realizacdo do periodo de reperfusdo estabelecido, os animais foram anestesiados
novamente para a coleta de material e sacrificados por meio da exanguinacao apos

secc¢ao da aorta com o animal anestesiado.
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Figura 7 - Foto das al¢as intestinais isquemiadas (macroscopia) apés a abertura da
cavidade e com a presenca de clampe vascular traumatico.
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Figura 8 - Fotografias mostrando as etapas do procedimento cirdrgico: A -
laparotomia mediana; B - artéria mesenteérica cranial isolada; C - ocluséo da
artéria mesentérica cranial por aplicacdo de clampe vascular; D - sintese da
parede do abdémen.

Completada a fase de reperfuséo, os animais dos trés grupos experimentais e
do simulado foram novamente anestesiados, com a mesma dose aplicada para o
periodo de isquemia e de reperfusdo, e a parede abdominal foi novamente aberta
para remogdo do fio de sutura. A seguir foi ressecado um segmento de
aproximadamente 2 cm centimetro do ileo, a cinco centimetros proximal a transicao

ileocecal, o qual foi lavado com solucéo salina e formaldeido a 10% e colocado para
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fixacdo em solugcdo de formol tamponado a 10% para posterior processamento
histologico e imunohistoquimico.

Figura 9 - Foto mostrando o segmento de ileo terminal seccionado a 50 mm da
juncao ileocecal e desse segmento foram retirados 20 mm de extensdo, prontos
para ser imerso na solucao de fixacao de formalina tamponada 10%.

4.2.6 Processamento histoloégico

Processamento técnico dos tecidos: Foi realizada a desidratagcdo em alcoois
etilicos sucessivamente, em concentracfes crescentes, até o alcool absoluto. Apos
realizar a diafanizacado com xilol, realizou-se a impregnagao com parafina. Inclusao e
moldagem do bloco de parafina: o tecido foi colocado em caixas apropriadas com
parafina e cera de abelha a 5%, em temperatura de cerca de 60°, adequadamente
identificadas e resfriadas a temperatura ambiente.

Microtomia: usou-se 0 micrétomo rotativo para realizar cortes finos de cerca
de 5 um e montados sobre lamina de vidro liso com uma éarea fosca, devidamente

identificada. Desparafinizagdo: o0s cortes montados e identificados foram
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desparafinizados, permanecendo em estufa a 56°C para retirada da parafina
excedente. Coloragdo com hematoxilina e eosina (HE): desparafinizacdo com xilol,
hidratacdo com &lcoois sucessivos, em concentracdes decrescentes. Lavagem em
agua corrente. Corada com hematoxilina por 5 a 10 minutos. Retirado o excedente
do corante com agua comum e desidratada rapidamente em alcool absoluto. A
seguir foi usado o corante eosina por 8 minutos. Nova passagem em sucessivos
alcoois em concentracdes crescentes. Diafanizacdo com xilol e montagem da lamina
com laminula para cobertura e balsamo do Canada e Etela para colagem dela. As
laminas foram analisadas pela microscopia 6ptica (Microscopio Nikon® E 600 de
100x), por um patologista, o qual ndo tinha prévio conhecimento sobre o grupo
experimental do qual cada rato foi proveniente.

A avaliacdo histologica das lesdes da mucosa de intestino delgado dos ratos
foi realizada segundo os critérios de Chiu et al., (1970), usando escores

determinados para tal fim(Figura 1)

4.2.7 Processamento imunohistoquimico (Figuras 2 e 3)

O processamento imunohistoquimico (técnica avidin-biotin complex, ABC) foi
realizado no laboratorio Screenlab®, com a utilizacdo de anticorpo primario anti-FAS
ligante (epitopo terminacdo — N20, Santa Cruz®, produto SC834, lote Al1l812,
diluicdo 1:100), anticorpo secundario Dako LSAB® (produto K0609, lote 10055833) e
revelador de cor DAB (diamino + benzidina) Dako® (produto K3468, lote10029914,
diluicdo 1:10), com imunopositividade da expressdao do biomarcador anti-FAS
ligante, na coloracdo marrom. Foi realizado processamento imunohistoquimico para
marcagcdo do anticorpo anti-FAS ligante e mensuracdo da apoptose celular por
contagem visual das células marcadas em coloracdo marrom nas células das
vilosidades e criptas da mucosa de intestino delgado de ratos (JING et al.,.2008;
BUSSUAN et al., 2010; KANOMATA, 2011; ASSIS, 2012; MARKS, 2007; PAROLIN,
REASON, 2001; KAPLOWITZ, 2000).

4.2.8 Captura das imagens para analise imunohistoquimica

Foi utilizado, para leitura das laminas, o microscopio LEICA, modelo DM 500,
com dupla cabecga, acoplado com camera digital LEICA ICC 50 HD, com LAS
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Software Version 4.0.0, 2011, com conexao ao notebook Dell XPS/M13 GHz, 3582
MB RAM e sistema operacional Microsoft Windows Vista® Ultimate.

4.2 .9 Critérios de avaliacdo e quantificacdo da imunohistoquimica

O patologista selecionou quatro criptas em cada lamina previamente
escolhida aleatoriamente e marcada para cada animal de cada grupo (A, B, C, D), e
denominadas da esquerda para a direita do campo microscopico em a, b, c e d.
Processou-se a imagem com uma objetiva de 40x para facilitar a contagem visual
das células coradas em marrom que dao a expressao imunohistoquimica do anti-
FAS ligante, identificando-se aquelas células com imunoexpressao fortemente
positiva para o FAS-ligante (Figuras 13, 14, 15 e 16).

As células coloridas em marrom pelo marcador anti-Fas ligante expressaram
a apoptose e foram contadas nas quatro criptas escolhidas da esquerda para direita
em a, b, c e d em cada lamina, que representa um animal de cada grupo
experimento. Em seguida, foi realizada uma média das células em marrom em cada
cripta de cada animal do grupo. Finalmente, foram somadas as quatro médias do
grupo e divididas pelo nimero de quatro criptas para calcular a média final e fazer o

tratamento estatistico da analise imunohistoquimica.

4.2.10 Andlise estatistica da histologia

Os dados foram tabulados no software Excel 2010 e analisados
estatisticamente no software BioEstat 5.0 e GraphPad Prism 4.0.

Foi testada a hipotese de diferenca da classificacdo de Chiu e analise
imunohisquimica para os grupos-controle, PTX, PGE1 e Sham. Os grupos foram
comparados pela analise da variancia ANOVA com pos-teste de Tukey. O nivel de
deciséo foi estabelecido em pd0,05.

4.2.11 Andlise estatistica da imunohistoquimica

Os dados foram tabulados no software Microsoft Excel 2007 e analisados
estatisticamente no software BioEstat 5.0.
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Inicialmente foi aplicado o teste de Kolmogorov-Smirnov (compara o grau de
concordancia entre a distribuicdo acumulada de um conjunto de valores de amostra
com a distribuicdo tedrica acumulada esperada). Para os dados analisados se aceita
a hipotese de concordancia entre os valores acumulados e os valores tedricos
esperados.

4.2.12 Teste de hipbteses

HO = Nao ha diferenca entre os grupos em relagcéo a expressao do anti-FAS ligante.
H1 = Ha diferenca entre os grupos em relacdo a expressao do anti-FAS ligante.
Teste: Analise da variancia ANOVA com pos-teste de Tukey.

Nivel de decisdo pd0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Resultados da anélise histoldgica

Tabela 1 - Analise histologica apresentando a classificagdo de Chiu para o grau de
lesdo da mucosa intestinal dos individuos submetidos a isquemia e reperfusédo de
intestino delgado.

N Controle PTX PGE1 Sham
1 4 3 1 0
2 5 1 3 1
3 3 3 2 0
4 5 3 2 1
5 4 3 3 0
6 2 3 2
7 3 2 2
8 4 3 3
9 5 2 2
10 5 2 1
Média+dp 4,0x1,1 2,5+0,7 2,1+0,7 0,4+0,5

Testada a hipdotese de diferenca da classificacdo de Chiu e andlise
imunohisquimica para os grupos-controle, PTX, PGE1 e Sham. Os grupos foram
comparados pela analise da varidancia ANOVA com poés-teste de Tukey. O nivel de
deciséo foi estabelecido em pd0,05.

Os valores da classificagdo de Chiu foram estatisticamente maiores para o
grupo-controle (4,0t1,1) em relagdo ao grupo PTX (2,5+0,7), o grupo PGE1l
(2,1+0,7) e o grupo Sham (0,4+0,5), p=0,0001. Entre os grupos PTX e PGE1 nao foi
observada diferenca estatisticamente significativa (p>0,05), conforme Gréficos 1 e 2.
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Graéfico 1 - Classificacdo de Chiu (grau de lesdo da mucosa intestinal)
para os grupos-controle, PTX, PGE1 e Sham. Valores expressos em
média e desvio-padrao. (**) p<0,05.
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Gréfico 2 - Diferenca das médias na analise da variancia ANOVA
com pas teste de Tukey. (1) Controle; (2) PTX; (3) PGE1; (4) Sham.
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Figura 10 - Fotomicrografias (100x) representativas demonstrando as lesbes da
mucosa intestinal de ratos submetidos a isquemia e reperfusédo zero e 1 de Chiu dos
ratos 1 e 4 do grupo Sham, respectivamente.

Figura 11 - Fotomicrografias (100x) representativas demonstrando as lesfes da
mucosa intestinal de ratos submetidos a isquemia e reperfusdo 2 e 3 de Chiu dos
ratos 7 e 8 dos grupos PTX e PGEL, respectivamente.
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Figura 12 - Fotografia macroscopica do ileo terminal com isquemia grave antes da
reperfusdo e fotomicrografias (100x) demonstrando as lesdes da mucosa intestinal
dos ratos submetidos a isquemia e reperfusao intestinal grau 4 e 5 de Chiu dos ratos
5 e 8 do grupo A (controle).
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5.2 Resultados da analise imunohistoquimica

Tabela 2 - Andlise estatistica intergrupo das criptas na avaliagdo imunohistoquimica
da mucosa de intestino delgado de ratos submetidos a isquemia e reperfuséo.

ANOVA

Grupo A GrupoB GrupoC GrupoD Intergrupos

Tukey Valor p

Cripta a 70.1+22.4 16.8+3.2 11.7+1.8 2.4+0.5
Grupo A vs Grupo B <0,01

: Grupo A vs Grupo C <0,01
Cripta b 80.8+13.6 16.0+2.7 11.0+1.6 2.2+1.6
P Grupo A vs Grupo D <0,01

<0,0001
. ’ Grupo B vs Grupo C <0,05
Criptac 79.7+19.8 167431 11.6+18 24205 Grupo Bve Grupo D <001
) Grupo C vs Grupo D <0,01
Criptad 84.849.1 17.3+2.3 10.8+1.9 2.8+0.8

Média final 78,9+17,3 16,7+2,8 11,3*1,8 2,5+0,9

ANOVA

0,2781 0,7876 0,6249 0,8247
Intragrupo

Ns ns ns ns

Tabela 3 - Critérios de avaliagcdo da imunohistoquimica da mucosa de intestino
delgado de ratos submetidos a isquemia e reperfusdo. Escolhido campo aleatoério
com quatro criptas denominadas de a, b, c, d, da esquerda para direita, e analisadas
no microscopio. Em seguida, realizada a contagem das células coloridas nas criptas
analisadas com a média final do Grupo A.

Grupo A Cripta Aa Cripta Ab Cripta Ac Cripta Ad
1 54 95 97 84
2 48 72 47 79
3 74 72 69 73
4 45 56 49 69
5 46 84 102 95
6 96 77 78 87
7 92 95 87 93
8 107 102 103 97
9 74 77 83 86
10 65 78 82 85
Total 701 788 748 848
Médias 70,10 78,80 74,80 84,80

Média final 77,12
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Testada a hipétese de diferenca na analise imunohisquimica para as criptas
do grupo controle (Grupo A) Os subgrupos das quatro criptas foram comparados
pela analise da variancia ANOVA com pos-teste de Tukey. O nivel de decisao foi

estabelecido em pd0,05.

Tabela 4 - Critérios de avaliacdo da imunohistoquimica da mucosa de intestino
delgado de ratos submetidos a isquemia e reperfusdo. Escolhido campo aleatério
com quatro criptas denominadas de a, b, c, d, da esquerda para direita, e analisado
no microscopio. Em seguida, realizada a contagem das células coloridas em criptas
analisadas com a média final do Grupo B.

Grupo B Cripta Ba Cripta Bb Cripta Bc Cripta Bd
1 22 21 23 19
2 21 18 19 16
3 19 17 19 20
4 18 17 14 19
5 13 12 15 18
6 17 15 14 18
7 15 13 14 13
8 16 17 18 14
9 13 17 14 18
10 14 13 17 18
Médias 14,60 13,90 12,50 14,90
Média final 13,97

Testada a hipétese de diferenca na analise imunohisquimica para as criptas
do grupo PTX (Grupo B) Os subgrupos das quatro criptas foram comparados pela
analise da variancia ANOVA com poés-teste de Tukey. O nivel de decisao foi

estabelecido em pd0,05.
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Tabela 5 - Critérios de avaliacdo da imunohistoquimica da mucosa de intestino
delgado de ratos submetidos a isquemia e reperfusdo. Escolhido um campo
aleatério com quatro criptas denominadas de a, b, c, d, da esquerda para direita, e
analisado no microscépio. Em seguida, realizada a contagem das células coloridas
em marrom (expressdo do anti-FAS ligante), calculando as médias em cada

subgrupo das criptas analisadas com a média final do Grupo C.

Grupo C Cripta Ca Cripta Cb Cripta Cc Cripta Cd
1 9 10 11 9
2 13 12 11 10
3 13 12 13 9
4 10 11 13 11
5 14 9 12 13
6 11 13 12 9
7 12 13 9 11
8 13 11 9 14
9 13 11 11 9
10 9 8 15 13
Médias 11,70 11,00 10,50 10,80
Média final 11,00

Testada a hipotese de diferenca na analise imunohisquimica para as criptas
do grupo PGE1 (Grupo C) Os subgrupos das quatro criptas foram comparados pela
analise da variancia ANOVA com poés-teste de Tukey. O nivel de decisdo foi
estabelecido em pd0,05.
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Tabela 6 - Critérios de avaliacdo da imunohistoquimica da mucosa de intestino
delgado de ratos submetidos a isquemia e reperfusdo. Escolhido um campo
aleatdério com quatro criptas denominadas de a, b, c, d, da esquerda para direita, no
campo analisado no microscopio. Em seguida, realizada a contagem das células
coloridas em marrom (expressdo do anti-FAS ligante), calculando as médias em

cada subgrupo das criptas analisadas com a média final do Grupo D ou Sham.

Grupo D Cripta Da Cripta Db Cripta Dc Cripta Dd
Rato 1 2 1 3 2
Rato 2 3 4 2 3
Rato 3 2 3 2 4
Rato 4 2 3 3 2
Rato 5 3 0 2 3
Médias 2,40 2,20 2,40 2,80

Média final 2,50

Testada a hipétese de diferenca na analise imunohisquimica para as criptas
do grupo Sham (Grupo D) Os subgrupos das quatro criptas foram comparados pela
analise da variancia ANOVA com poés-teste de Tukey. O nivel de decisao foi

estabelecido em pd0,05.
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Figura 13 - Fotomicrografia representativa da analise imunohistoquimica Rato 10A.
Imagem capturada pelo microscépio LEICA, modelo DM 500, com dupla cabeca,
acoplado com camera digital LEICA ICC 50 HD, com LAS Software Version 4.0.0,
2011, com conexao ao notebook Dell XPS/M13 GHz, 3582 MB RAM e sistema
operacional Microsoft Windows Vista® Ultimate. Critérios de avaliagdo da
imunohistoquimica da mucosa de intestino delgado de ratos submetidos a isquemia
e reperfusdo. Escolhido campo aleatério com quatro criptas denominadas de a, b, c,
d, da esquerda para direita, no campo analisado no microscopio conforme
configuragdo acima. Em seguida, realizada a contagem visual das células coloridas
em marrom (expressao do anti-FAS ligante) do Grupo A.
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Figura 14 -Fotomicrografia representativa da analise imunohistoquimica Rato 1B.
Critérios de avaliacdo da imunohistoquimica da mucosa de intestino delgado de
ratos submetidos a isquemia e reperfusdo. Escolhido campo aleat6rio com quatro
criptas denominadas de a, b, c, d, da esquerda para direita. Realizada a contagem
visual das células coloridas em marrom (expressao do anti-FAS ligante) do Grupo
B.
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Figura 15 - Fotomicrografia representativa da analise imunohistoquimica Rato 1C.
Critérios de avaliacdo da imunohistoquimica da mucosa de intestino delgado de
ratos submetidos a isquemia e reperfusdo. Escolhido campo aleat6rio com quatro
criptas denominadas de a, b, c, d, da esquerda para direita. Realizada a contagem
visual das células coloridas em marrom (expressao do anti-FAS ligante) do Grupo
C.
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Figura 16 - Fotomicrografia representativa da analise imunohistoquimica Rato 1D.
Critérios de avaliacdo da imunohistoquimica da mucosa de intestino delgado de
ratos submetidos a isquemia e reperfusdo. Escolhido campo aleat6rio com quatro
criptas denominadas de a b ¢ e d, da esquerda para direita. Realizada a contagem
visual das células coloridas em marrom (expressao do anti-FAS ligante) do Grupo
D.
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Grafico 3 - Avaliacdo comparativa da diferenca entre as médias das criptas entre os
grupos. Contagem das células coloridas em marrom (expressao do anti-FAS
ligante). Distribuicdo de valores por cripta. Valores expressos em meédias e
desvios-padrao.
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Grafico 4 - Avaliacdo da Imunohistoquimica da mucosa de intestino delgado de ratos
submetidos a isquemia e reperfusdo. Contagem das células coloridas em marrom
(expressao do anti-FAS ligante). Distribuicdo de valores por grupo (média final).
Valores expressos em medias e desvios-padrao.
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Gréfico 5 - - Avaliacdo comparativa da diferenca entre as médias das criptas entre
0s grupos. Contagem das células coloridas em marrom (expressdo do anti-FAS
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Gréfico 6 - Demonstracdo em cor da distribuicdo de valores das médias nas criptas
por grupo (média final). Valores expressos em médias e desvios-padréo.
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6 DISCUSSAO

O intestino delgado estad frequentemente sujeito a quadros relevantes de
isquemia arterial aguda. A extensdo e gravidade das alteracdes morfologicas e
funcionais teciduais dependem fundamentalmente do periodo de oclusdo do fluxo
sanguineo arterial (HENGARTNER, 2000; LOCKSHIN, ZACHERI, 2002), sendo que
em algumas situagBes a Unica opcdo terapéutica é a ressecc¢do intestinal como
tentativa de salvar a vida do paciente e, mesmo assim, com uma grande maioria
evoluindo para o obito.

Diante de um quadro isquémico do intestino delgado, a prioridade é
restabelecer o fluxo sanguineo que pode piorar as lesdes ja presentes no periodo da
isquemia. Trabalhos de experimentacdo com animais tém procurado estudar
modelos que possam reproduzir as condi¢cdes de isquemia encontradas nos seres
humanos e com isso ter um melhor entendimento da fisiopatologia do processo de
isquemia e reperfuséo e tentar criar alternativas terapéuticas (COTRAN, KUMAR,
COLLINS, 2000, SANTOS et al., 2006). Optou-se pelo modelo de obstrucao isolada
da artéria mesentérica superior por atender aos nossos objetivos, ou seja, de tentar
simular a ocorréncia de isquemia arterial aguda intestinal que ocorrem com
frequéncia na pratica clinica.

O rato (Figura 5) € um animal de uso corrente em modelos de isquemia e
reperfusdo tecidual (I/R), inclusive intestinal. E frequentemente usado em modelos
experimentais, tendo em vista sua facil obtencéo, manipulacéo e o seu baixo custo
(FAGUNDES, TAHA, 2004). A facilidade de manutencdo desses animais em
ambiente controlado facilitou a elaboracdo de uma amostra homogénea de ratos
machos, com idade e peso similares na realizagcéo da presente pesquisa. Utilizaram-
se o0s procedimentos anestésicos padronizados pelo Programa de Pdés-Graduacéo
da UFMS em modelo animal de doencas em experimentos envolvendo ratos. O uso
intraperitoneal da associacdo de quetamina e xilazina foi suficiente para manter os
animais em plano anestésico durante todos os procedimentos operatorios. Nos
intervalos de observacdo a analgesia proporcionada pela nalbufina foi adequada,
pois 0s animais se locomoveram espontaneamente na gaiola e procuram a agua e

alimento disponiveis.
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Os testes do projeto piloto mostraram que 60 minutos de isquemia seguidos
do mesmo tempo de reperfusdo provocaram lesdes histolégicas acentuadas, tipo
grande infiltrado inflamatério e necrose celular com destruicdo da mucosa intestinal,
servindo de parametro confiavel para comprovar as lesdes de isquemia e reperfuséo
intestinal.

A andlise dos resultados histoldgicos da presente pesquisa foi realizada de
acordo com os critérios estabelecidos por Chiu et al. (1970) , método consagrado na
literatura para avaliacdo das alteracdes teciduais da mucosa de intestino delgado de
rato resultantes do fendmeno de isquemia reperfusdo. A avaliacdo histolégica por
critério de Chiu (Figura 9) demonstrou que no grupo controle as les6es da mucosa
intestinal foram muito mais graves predominando os graus 4 e 5 (Figura 12),
enguanto que nos grupos que utilizou-se separadamente os farmacos PTX e PGE1
as lesdes histologicas foram mais favoraveis, atenuando as lesdes da mucosa
intestinal, predominando os graus 2 e 3 (Figurall), com menos infiltrados
inflamatorios e menos necrose, mantendo-se as criptas mais organizadas e a
integridade da submucosa, evidenciando as propriedades protetoras destes
medicamentos que tiveram provavel atuacdo favoravel bloqueando os agentes
mediadores da resposta fisiopatolégica agressiva da isquemia e reperfusdo por
apresentarem varias propriedades protetoras destas substancias contra estas
lesbes no intestino delgado de ratos. No grupo Sham predominou o tecido epitelial
normal, apenas dois animais apresentaram-se normal e lesdo grau 1 (Figura 10),
considerada lesao discreta por provavel renovacéo epitelial fisiologica.

Os resultados de protecdo dos farmacos utilizados na presente pesquisa
superam os efeitos protetores de varias outras substancias ja testadas na literatura,
que funcionam apenas como supostos efeitos protetores antioxidantes e apresentam
resultados duvidosos e controversos na literatura, tais como Vitamina E, Vitamina C,
quelantes de ferro, superdxido dismutase, oxigenacgdo hiperbarica, manitol, N-
acetilcisteina, pré e poés-condicionamento isquémico, substancias alcalinas, entre
outras. S8o poucos factiveis de utilizacdo na pratica clinica em funcédo da presenca
de efeitos protetores isolados, que s&o insuficientes para oferecer uma protecéo
confiavel num processo fisiopatoldgico tdo complexo como da isquemia e reperfuséo
tecidual (BERTOLETTO et al., 2008; BERTOLETTO et al., 2012; MUHLBACHER,
LANGER, MITTERMAYER, 2009; WU et a., 2002; LI et al., 2005; LIN et al., 2005;
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FREIBERGER et al., 2004; NYDEGGER et al., 2002; ISSELHARD, MINOR, 2009;
SANTOS et al., 2010).

A busca de uma droga que possa atuar reduzindo a liberacdo das espécies
reativas de oxigénio, além de limitar a resposta inflamatéria mediada por neutréfilos
e a liberacdo do fator de necrose tumoral, bem como todos os mediadores da
complexa resposta inflamatéria neste fendmeno, constitui uma opcédo vélida para o
controle das lesGes de isquemia e reperfusdo no intestino delgado apods isquemia
arterial aguda ou transplante intestinal. De acordo com os resultados histolégicos em
laminas coradas em HE e pelo estudo estatistico dos escores obtidos com base nos
critérios de Chiu et al. (1970), observou-se que a pentoxifilina e da prostaglandina
E1l usadas separadamente em grupos diferentes favoreceu com atenuacédo das
lesbes da mucosa intestinal provocadas pelo processo da isquemia e reperfusao
tecidual, que indicam alteragBes histologicas teciduais menos graves. Tais
resultados em comparacdo com o controle mostraram um efeito benéfico das duas
drogas utilizadas separadamente na isquemia reperfusdo intestinal em grupos
diferentes, corroborando os dados encontrados na literatura que evidenciaram varias
propriedades contra as lesdes teciduais de intestino delgado, utilizando estes
farmacos em outros tecidos ou mesmo no intestino embora em tempos de isquemia
diferentes, necessitando de uma padronizagdo em relagdo ao tempo de isquemia e
reperfusdo para cada oOrgdo avaliado, objetivando garantir com seguranca O
verdadeiro efeito protetor destas substancias apresentados por varios autores
(BRASILEIRO et al., 2007; TERUYA et al., 2008; ELLIOT et al., 1995; TETI et al.,
1999; SAVIC et al.,, 2002; BRASILEIRO, 2006; TERUYA, 2006; MARQUIL et al.,
2011; CAMARA-LEMARROY et al., 2010; TOPCU et al., 2007; HOSSAIN et al.,
2006; GAO, HORIE, 2002; KAWAMURA et al., 2004; MOESER et al., 2006; AWDA
et al., 1996; MEHRABI et al.,, 2001; MORESCHI, 2006; MORESCHI et al., 2007,
SPARKES et al., 2010; SHIN et al., 2012).

Na analise imunohistoquimica desta pesquisa, aconteceu uma expressao
positiva do anti-FAS ligante, demonstrando ser um marcador eficiente e factivel para
identificar apoptose celular que predominou no grupo controle com bastante
expressdo do mesmo confirmando o que ja havia sido demonstrado por estes
autores (ASSIS, 2012; ASSIS et al., 2013; MARKS, 2007; KANOMATA, 2011; JING

et al., 2010). Esses dados evidenciaram gque neste grupo (Figura 13), no qual néo se
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utilizou nenhuma substancia protetora no processo de isquemia e reperfusdo, muitas
células epiteliais morreram pelo mecanismo da apoptose.

Em contrapartida, nos grupos que se utilizou a PTX e PGE1(Figuras 14 e 15)
separadamente ocorreu uma menor expressao do FAS ligante e certamente
promoveram renovacao epitelial, demonstrando, mais uma vez, os efeitos favoraveis
destes farmacos contra morte celular por apoptose no fendmeno isquemia e
reperfusdo sinalizando positivamente seus efeitos protetores. Estes resultados
corroboraram os obtidos na literatura ja comentada sobre as propriedades protetoras
destas substancias, reforcando e confirmando, cada vez mais, que a PTX e PGE1
tém um futuro promissor com resultados favoraveis atenuando o fenémeno da
isquemia e reperfusdo em intestino delgado de ratos.

Esta observacdo pontua a necessidade de uma padronizacdo nas futuras
pesquisas com animais para gue possamos investir nestes medicamentos na
protecdo e, quem sabe, possibilitar a transferéncia deste arsenal terapéutico para o
tratamento em ser humano, principalmente no que diz respeito a isquemia intestinal
aguda que é considerada uma doenca extremamente dramatica, ainda com altos
indices de mortalidade, por conta do dificil diagndstico precoce e pelo tratamento
cirirgico oferecer pouco resultado positivo.

No grupo Sham (Figura 16) identificou pouca expressao do anti- FAS ligante
sinalizando uma possivel renovacao epitelial fisioldgica, pois acontece com maior
frequéncia no topo das vilosidades epiteliais, conforme literatura jA comentada (JING
et al., 2008; BUSSUAN et al., 2010; KANOMATA, 2011; ASSIS, 2012; ASSIS et al.,
2013; MARKS, 2007).

A prostaglandina E1 apresentou resultados mais favoravel que a Pentoxifilina
tanto na avaliacdo histoldégica quanto na imunohistoquimica, embora do ponto de
vista estatistico ndo houvesse diferenca nenhuma. Isso pode ser em decorréncia de
algumas propriedades a mais da PGE1 tipo fibrindlise, anfigénese, além de um
potente vasodilatador que parece favorecer a atenuacao das lesdes fisiopatoldgicas

provocadas pelo processo de isquemia e reperfusao tecidual.
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7 CONCLUSOES

1. A pentoxifilina e a prostaglandina E1 mostraram-se favoraveis na
atenuacdo das lesdes teciduais na mucosa de intestino delgado de
ratos no processo de isquemia e reperfuséo;

2. A classificacdo pelos critérios de Chiu foi eficiente para mostrar as
lesdes histologicas na mucosa de intestino delgado de ratos
submetidos ao processo de isquemia e reperfusao tecidual;

3. O marcador anti-FAS ligante foi efetivo para identificar a morte celular
por apotose no processamento imunohistoquimico de intestino delgado

de ratos.
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9 APENDICE

Tabela 1 - Andlise histologica apresentando a classificacdo de Chiu para os graus
zero a 5 de lesdo da mucosa intestinal dos individuos submetidos a isquemia e
reperfusdo de intestino delgado nos Grupos Controle( A), PTX(B), PGE1(C) e
Sham(D)

10 Ratos Controle PTX PGE1 Sham

N

0

1
0
1
0

© 00 N O o b~ W N PP
ga A W N b~ O W O

N W N W Ww w w Pk w
N W DD N WO NN DN WP

10

(&)
N
=

Médiaxdp 4,011 2,5+0,7 2,1+0,7 0,4+0,5

Tabela 2 - Andlise estatistica comparacdo intergrupo da avaliacéo
imunohistoquimica das criptas da mucosa de intestino delgado de ratos submetidos
a isquemia e reperfusdo. Contagem das células coloridas em marrom (expressao
do anti-FAS ligante) nos quatros grupos. Valores expressos em média e desvio-
padrdo comprovado pelo teste de Tukey.

ANOVA

Grupo A GrupoB GrupoC GrupoD Intergrupos

Tukey Valor p

Criptaa 70.1+22.4 16.8+3.2 11.7+1.8 2.4+0.5
Grupo A vs Grupo B <0,01

; Grupo A vs Grupo C <0,01
Criptab 80.8+13.6 16.0+2.7 11.0+1.6 2.2+1.6 <0.0001 Grupo A vs Grupo D <001
’ Grupo B vs Grupo C <0,05

Grupo B vs Grupo D <0,01
Grupo C vs Grupo D <0,01

Cripta c 79.7+19.8 16.74#3.1 11.6x1.8 2.4+05
Criptad 84.849.1 17.3+x2.3 10.8+1.9 2.8+0.8

Média final 78,9+17,3 16,7+2,8 11,3*1,8 2,5+0,9

ANOVA

Intragrupo 0.2781 0,7876 ~ 0,6249  0,8247

Ns ns ns ns
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Tabela 3 - Critérios de avaliacdo da imunohistoquimica da mucosa de intestino
delgado de ratos submetidos a isquemia e reperfusdo. Escolhido campo aleatério
com quatro criptas denominadas de a, b, ¢, d, da esquerda para direita, e analisadas
no microscopio. Em seguida, realizada a contagem das células coloridas nas criptas
analisadas com a média final do Grupo A.

Grupo A Cripta Aa Cripta Ab Cripta Ac Cripta Ad
Rato 1 1Aa=54 1Ab=95 1Ac=97 1Ad=84
Rato 2 2Aa=48 2Ab=72 2Ac=47 2Ad=79
Rato 3 3Aa=74 3Ab=72 3Ac=69 3Ad=73
Rato 4 4Aa=45 4Ab=56 4Ac=49 4Ad=69
Rato 5 5Aa=46 5Ab=84 5Ac=102 5Ad=95
Rato 6 6Aa=96 6Ab=77 6AC=78 6Ad=87
Rato 7 7Aa=92 7Ab=95 7Ac=87 7Ad=93
Rato 8 8Aa=107 8ab=102 8Ac=103 9Ad=97
Rato 9 9Aa=74 9Ab=77 9Ac=83 9Ad=86

Rato 10 10Aa=65 10Ab=78 10Ac=82 10Ad=85
Total 701 788 748 848
Médias 70,10 78,80 74,80 84,80

Média final 77,12

Tabela 4 - Critérios de avaliacdo da imunohistoquimica da mucosa de intestino
delgado de ratos submetidos a isquemia e reperfusdo. Escolhido campo aleatério
com quatro criptas denominadas de a, b, c, d, da esquerda para direita, e analisado
no microscopio. Em seguida, realizada a contagem das células coloridas em criptas
analisadas com a média final do Grupo B.

Grupo B Cripta Ba Cripta Bb Cripta Bc Cripta Bd
Rato 1 1Ba=22 1Bb=21 1Bc=23 1Bd=19

Rato 2 2Ba=21 2Bb=18 2Bc=19 2Bd=16

Rato 3 3Ba=19 3Bb=17 3Bc=19 3Bd=20

Rato 4 4Ba=18 4Bb=17 4Bc=14 4Bd=19

Rato 5 5Ba=13 5Bb=12 5Bc=15 5Bd=18

Rato 6 6Ba=17 6Bb=15 6Bc=14 6bd=18

Rato 7 7Ba=15 7Bb=13 7Bc=14 7Bd=13

Rato 8 8Ba=16 8Bb=17 8Bc=18 8Bd=14

Rato 9 9Ba=13 9Bb=17 9Bc=14 9Bd=18

Rato 10 10ba=14 10Bb=13 10Bc=17 10Bd=18
Médias 14,60 13,90 12,50 14,90

Média final 13,97
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Tabela 5 - Critérios de avaliacdo da imunohistoquimica da mucosa de intestino
delgado de ratos submetidos a isquemia e reperfusdo. Escolhido um campo
aleatério com quatro criptas denominadas de a, b, c, d, da esquerda para direita, e
analisado no microscépio. Em seguida, realizada a contagem das células coloridas
em marrom (expressdo do anti-FAS ligante), calculando as médias em cada

subgrupo das criptas analisadas com a média final do Grupo C.

Grupo C Cripta Ca Cripta Cb Cripta Cc Cripta Cd
Rato 1 1Ca=9 1Cb=10 1Cc=11 1Cd=9
Rato 2 2Ca=13 2Cb=12 2Cc=11 2Cd=10
Rato 3 3Ca=13 3Cb=12 3Cc=13 3Cd=9
Rato 4 4Ca=10 4Cb=11 4Cc=13 4Cd=11
Rato 5 5Ca=14 5Cb=9 5Cc=12 5Cd=13
Rato 6 6Ca=11 6Cb=13 6Cc=12 6Cd=9
Rato 7 7Ca=12 7Cb=13 7Cc=9 7Cd=11
Rato 8 8Ca=13 8Cbh=11 8Cc=9 8Cd=14
Rato 9 9Ca=13 9Cbh=11 9Cc=11 9Cd=9
Rato 10 10Ca=9 10Cbh=8 10Cc=15 10Cd=13
Médias 11,70 11,00 10,50 10,80

Média final 11,00

Tabela 6 - Critérios de avaliagcdo da imunohistoquimica da mucosa de intestino
delgado de ratos submetidos a isquemia e reperfusdo. Escolhido um campo
aleatorio com quatro criptas denominadas de a, b, ¢, d, da esquerda para direita, no
campo analisado no microscopio. Em seguida, realizada a contagem das células
coloridas em marrom (expressdo do anti-FAS ligante), calculando as médias em
cada subgrupo das criptas analisadas com a média final do Grupo D ou Sham.

Grupo D Cripta Da Cripta Db Cripta Dc Cripta Dd
Rato 1 1Da=2 1Db=1 1Dc=3 1Dd=2
Rato 2 2Da=3 2Db=4 2Dc=2 2Dd=3
Rato 3 3da=2 3Db=3 3Dc=2 3Dd=4
Rato 4 4Da=2 4Db=3 4Dc=3 4Dd=2
Rato 5 5Da=3 5Db=0 5Dc=2 5Dd=3
Médias 2,40 2,20 2,40 2,80

Média final 2,50




10 ANEXOS

PROTOCOLO DE PROCEDIMENTOS OPERATORIOS DA PESQUISA

Data / / Grupo Numero
Sexo Peso Idade
Anestésico e tipo Volume " Dose
Analgésico Volume Dose
Pentoxifilina Volume Dose
Prostaglandina E1 Volume Dose
Descrigdo do ato operatério:
Isquemia Inicio Final

Duracao
Reperfusdo Inicio Final

Duragao

Coleta de dados

Resultado da Microscopia Optica

Resultado da imunohistoquimica
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