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RESUMO

Introducdo: A isquemia intestinal € uma das mais sérias alteracfes intra-
abdominais, com morbidade e mortalidade extremamente elevadas. A
reoxigenacao dos tecidos isquémicos, fundamental para o reparo tecidual, produz
eventos inflamatoérios deletérios, com consequUéncias mais sérias que a isquemia
propriamente dita. O azul de metileno, pela sua agdo como inibidor da formacao
de radicais livres, poderia interferir favoravelmente no processo de cicatrizacao.
Objetivo: Avaliar experimentalmente a influéncia do azul de metileno nas
anastomoses intestinais de ratos submetidos a isquemia e reperfusdo. Métodos:
Utilizaram-se 45 ratos Wistar, machos, divididos em 3 grupos: controle, grupo
isquemia sem o uso de azul de metileno e grupo isquemia com o uso de azul de
metileno. Foram submetidos a laparotomia, com identificacdo e isolamento da
artéria  mesentérica cranial. Nos animais do grupo controle foi realizada
enterotomia e anastomose intestinal sem nenhuma leséo prévia, enquanto nos
grupos 2 e 3 ocorreu oclusdo tempordria, segmentar da artéria mesentérica
cranial pelo tempo de 45 minutos. Passado tal periodo, foram instilados na
cavidade peritoneal 2ml de azul de metileno a 0,5% estéril no grupo 2 e 2ml de
solucdo salina isotbnica estéril no grupo 3. ApOs a reperfusdo, foi realizada
enterotomia e anastomose intestinal, como no grupo controle. Realizou-se a
eutanasia no 7.° dia de pds-operatorio, com anotacdes sobre alteracbes na
cavidade abdominal e afericAo das aderéncias perianastomoticas. A area da
anastomose foi entdo ressecada para tomada de pressdo de ruptura e estudo
histopatoldgico. Resultados: Houve um 0Obito no grupo controle e seis Obitos nos
grupos experimento. Devido ao grande numero de aderéncia perianastomoticas, a
tomada da presséo de ruptura s6 foi possivel num nimero reduzido de casos. A
presenca de liquido livre ou abscesso na cavidade peritoneal foi raramente
observada. Na avaliacdo da inflamacéo, entre os trés grupos, o da isquemia sem
0 uso do azul de metileno apresentou escore mais elevado para as células
monomorfonucleares (p=0,021) e tecido de granulacdo (p=0,044), em relacao ao
grupo controle e ao da isquemia com o uso do azul de metileno. Na comparacao
dos niveis de colageno Tipo | e lll ndo houve diferenca significante. Conclusao:
Observou-se maior freqiéncia de aderéncias perianastométicas nos ratos
submetidos a isquemia e ao uso do azul de metileno. Em relagdo aos parametros
analisados, ndo foi possivel afirmar efeito benéfico do azul de metileno na
cicatrizacdo das anastomoses intestinais submetidas a isquemia e reperfuséao..

DESCRITORES: 1.Cicatrizacdo de Feridas. 2.Isquemia Intestinal. 3.Reperfuséo
4.Azul de Metileno.
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ABSTRACT

Introduction: Intestinal ischemia is one of the most serious intra-abdominal
alterations and reflects extremely elevated morbidity and mortality. Re-
oxygenation of the ischemic tissue, fundamental in tissue repair, produces
deleterious inflammatory events with consequences even more severe than the
ischemia itself. Methylene blue, due to its action as an inhibitor of free-radical
formation, can favorably interfere in the scarring process. Objective: To
experimentally evaluate the influence of methylene blue in the intestinal
anastomoses of rats after ischemia and reperfusion.Methods: We utilized 45 male
Wistar rats, divided into 3 groups: control, ischemia group without the use of
methylene blue, and the ischemia group using methylene blue. The rats
underwent laparotomy, identifying and isolating the mesenteric cranial artery. The
animals in the control group underwent enterotomy and intestinal anastomoses
with no prior lesion, while those in groups 2 and 3 underwent temporary occlusion
and segmenting of the cranial mesenteric artery for 45 minutes. After this period, 2
ml of sterile methylene blue at 0.5% were injected into the peritoneal cavity of the
rats in groups 2. In group 3, 2 ml of sterile isotonic saline solution were instilled.
After reperfusion, enterotomy and intestinal anastomoses were performed as in
the control group. On the seventh day alterations in the abdominal cavity were
noted, perianastomotic adherences were verified, and the animals were
subsequently sacrificed. The area of anastomoses was then resected to measure
rupture pressure and for histopathological study. Results: There was one death
in the control group and six in the experimental groups. Due to the great number of
perianastomotic adherences, the measurement of rupture pressure was only
possible in a small number of cases. The presence of free liquid or abscess in the
peritoneal cavity was rarely observed. In the evaluation of inflammation, among
the three groups, that of ischemia without methylene blue presented higher scores
for mono-morphonuclear cells (p=0.021) and granulation tissue (p=0.044), with
respect to the control group and the ischemia groups using methylene blue.
Comparing type | and type Il collagen levels, there was no significant
difference.Conclusion: A greater frequency of perianastomotic adherences was
observed in the rats having undergone ischemia using methylene blue. With
respect to the parameters analyzed, it was not possible to confirm beneficial
effects of methylene blue in the scarring of the intestinal anastomoses after
ischemia and reperfusion.

Key Words: tissue scarring, intestinal ischemia, reperfusion,
methylene blue.

Xii



1 INTRODUCAO



A isquemia mesentérica aguda € uma das mais sérias alteracdes intra-
abdominais, com morbidade e mortalidade extremamente elevadas. Ocorre apos
subita reducéo do fluxo sangulineo intestinal e, desde que suficientemente intensa

e prolongada, causa necrose do intestino®.

A incidéncia de tal fendbmeno tem aumentado substancialmente nas
Ultimas décadas . Este incremento se deve ao aumento do nimero de pacientes
idosos com doengas cardiovasculares, mantidos estaveis em decorréncia dos
avancos farmacoldgicos e terapéuticos. Assim sendo, muitos pacientes que
anteriormente poderiam ir a 6bito, hoje, sobrevivem, porém com a possibilidade de

desenvolvimento de isquemia mesentérica.

Em criancas e neonatos, a isquemia intestinal afeta o progndstico de
muitas doengas, como na enterocolite necrotizante, na ma rotagéo intestinal, no
volvo e no estrangulamento ileal. Representa grande empecilho ao sucesso dos

transplantes intestinais®.

A interrupcéo do fluxo sangiineo intestinal pode ser causada por embolia,
trombose ou ser da forma n&o oclusiva. A sobrevida varia de acordo com a
doenca responsavel envolvida: nos casos da embolia, a taxa de mortalidade é de
50%, sendo de 95% nos pacientes com trombose, 67% na isquemia mesentérica
ndo oclusiva e de 30% nas tromboses venosas mesentéricas®>. O prognéstico

depende da presenca e da extensdo do infarto intestinal °.

Com a melhor compreensao da fisiopatologia da isquemia mesentérica,
desenvolveram-se novos métodos de tratamento, como as técnicas de cateterismo
percutaneo, usadas tanto para diagndstico, como para tratamento. Devido a tais
avancgos, houve aumento das indicacdes operatdrias, com intervencdes muitas

vezes mais precoces, levando a melhoria das taxas de mortalidade. A abordagem



da isquemia mesentérica, quando feita em conjunto com profissionais de
diferentes especialidades: clinico, radiologista intervencionista, cirurgido e

intensivista, leva a melhor sobrevida ’.

O intestino recebe 20% do débito cardiaco no repouso e 35% no periodo
pos-prandial. Desta quantidade, 70% irriga a mucosa intestinal. Normalmente,
ocorre auto-regulacdo esplancnica, a qual atua no metabolismo e no relaxamento
miogénico das arteriolas, 0 que assegura que a perfusdo seja mantida dentro de
toda a gama de variacdo de pressao sistémica 2°.

No jejum, apenas um entre cinco capilares mesentéricos € mantido
patente. No nivel de 70mmHg, a pressao arterial conserva uma relacéo linear com
a pressao sistémica, o que mantém a viabilidade tissular. Abaixo de 40mmHg,
ocorre falha no mecanismo compensatoério e o intestino torna-se progressivamente
mais isquémico. O metabolismo anaerdbio toma lugar do aerébio. A lesao passa,

entdo, a ser de acordo com a duracéo e da extensdo anatdmica da isquemia °.

Dentro de 15 minutos de absoluta isquemia, had dano estrutural nas
vilosidades. Apos trés horas ocorre necrose da mucosa intestinal. Mesmo neste
estado, com restabelecimento do fluxo sangliineo, pode ocorrer regeneracéo e
formacdo de novo epitélio nas criptas. ApOs seis horas de isquemia, ocorre
progressao da necrose para toda a parede intestinal. Nesta fase, sem intervencéo
cirurgica, ocorrerd perfuracdo intestinal, sepse e faléncia de multiplos 6rgdos. Nos
quadros menos graves de isquemia, especialmente quando localizada, pode

ocorrer reparo tecidual e a formagéo de estenose *°.

A apresentacdo do quadro clinico no inicio da enfermidade € inespecifica,
0 que leva comumente a demora em se fazer o diagnéstico. A natureza e a
rapidez do processo de isquemia € afetada pela integridade da circulagéo colateral
e por desordens da circulacéo esplancnica. A primeira ocorre de diversas formas e
em pontos anatémicos dentro do sistema gastrointestinal: por meio das arcadas
secundérias e terciarias do intestino delgado, da artéria marginal de Drummond e
da arcada de Riolan (ligacdo entre a artéria cllica médica e artéria célica

esquerda), da artéria de Moscowitz (ligacao entre a artéria célica média e o ramo



ascendente da artéria colica esquerda), da arcada de Bihler (ligacdo entre o
tronco celiaco e a artéria célica média), assim como na rede de vasos sanglineos

submucosos que existem ao longo do intestino™*.

Na presenca de doenca associada, como a aterosclerose, a auto-
regulacdo pode tornar-se deficitaria, mesmo na presenca de pressdo arterial
sistémica normal. Os efeitos combinados do ténus do sistema nervoso simpéatico e
das catecolaminas circulantes (enddgenas ou exogenas), da acdo dos receptores
alfa, do sistema renina-angiotensina, da vasopressina, dos tromboxanos e dos
leucotrienos, assim como drogas, podem induzir vasoespasmo e isquemia
intestinal na auséncia de oclusdo arterial, mesmo com circulacdo colateral

desenvolvida®®.

7z

Muitas vezes é possivel restaurar a circulagdo, sem a necessidade de
extensas resseccoes das algas intestinais. A oxigenacao dos tecidos isquémicos é
fundamental para o reparo tecidual, restaurando o0 suporte energético e
removendo os metabdlitos téxicos. Porém, paradoxalmente, a reperfusdo dos
tecidos isquémicos produz eventos inflamatérios, os quais lesam os tecidos *?,

com conseqiiéncias mais sérias que a isquemia propriamente dita 2.

O mecanismo especifico de dano tecidual ainda permanece discutivel.
Tem sido relatado o aumento da permeabilidade vascular e da leuco-
sequiestracdo, além das préprias lesdes das mucosas™. A xantina-oxidase é uma
enzima citoplasmatica (molibdoproteina) conhecida por seu envolvimento no
catabolismo das purinas °. A oxidacdo da hipoxantina e da xantina em &cido drico
pela xantina oxidase € acompanhada pela reducdo do oxigénio molecular a

6

superoxido. Esta reacdo gera radicais livres de oxigénio '°, os quais tém papel

importante como mediadores da lesdo de reperfuséo *2.

Em situacdes normais, existe a xantina-desidrogenase intracelular e
guando ocorre a isquemia, a mesma € lancada na circulacédo e transforma-se em
xantina-oxidase por protedlise. Com a reperfuséo, o oxigénio torna-se disponivel e
ocorre a oxidacdo dos metabdlitos por meio da xantina-oxidase. Isto provoca

degradacdo dos metabolitos que reagiram com o oxigénio, causando leséao



tissular. Tal reacdo, além de afetar localmente o intestino, atinge outros 6rgdos a

distancia **, o que pode contribuir para a faléncia de multiplos 6rgaos.

O efeito local da isquemia-reperfusdo nas anastomoses intestinais foi
avaliado em varios estudos. Foi demonstrado que a cicatrizacdo € pior nos

1819 am decorréncia

segmentos submetidos a agressao por isquemia-reperfusao
do aumento do processo inflamatério que ja ocorre normalmente pelo trauma
cirdrgico, na area da anastomose, somado ao evento préprio da isquemia-
reperfusdo. Torna a resposta inflamatodria exagerada, leva a colagendlise na area

perianastomoética e compromete sobremaneira a cicatrizacéo 2.

Para prevenir a formacao de radicais livres de oxigénio, varias substancias
tém sido investigadas, sendo a inibicAo da xantina-oxidase uma delas. O
alopurinol, o mais conhecido inibidor da xantina-oxidase, é comprovadamente um
agente eficaz ?>%2. Esse analogo da purina compete com o sitio de purina da

enzima.

O azul de metileno apresenta-se como outra substancia a ser utilizada, por
ser pouco téxico, solivel em agua e aprovado para uso humano 2. E consenso
que esta substancia faca parte de uma nova classe de drogas antioxidantes as
quais inibem, por competicdo, a formacéao dos radicais livres de oxigénio, agindo
com se fosse um receptor alternativo de elétrons da xantina-oxidase ?*. Pares de
elétrons de cada oxidacdo enzimética sdo transferidos para o azul de metileno a
partir do centro ferro-sulfdrico da xantina-oxidase, inibindo a conversdo do

oxigénio e a formacao de radicais superoxido.

Existe a possibilidade do azul de metileno, por sua a¢cdo como inibidor da
formacao dos radicais livres, interferir favoravelmente no processo de cicatrizagao
das anastomoses intestinais. Justifica-se a utilizacdo de tal substéncia pelo
potencial de minimizar as complicacfes poOs-operatorias decorrentes da isquemia-

reperfusao.
1.10BJETIVO

Avaliar a influéncia do azul de metileno na cicatrizagcdo das anastomoses

intestinais submetidas a isquemia e reperfusao.
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2.1 CICATRIZACAO GASTROINTESTINAL

Afeccgles sistémicas graves comumente afetam a fungdo gastrointestinal,
de modo a interferir na motilidade, na absorcéo e na funcao de barreira. Severas
alteracOes vasculares locais levam a lesdo tecidual e ao comprometimento do
processo de cicatrizacdo. Muitas vezes, faz-se necessaria a realizacdo de
anastomose em tais areas, o que aumenta as chances de complicacdes. Em
situacOes eletivas, dentro de condi¢cOes ideais, falhas na anastomose acontecem
em 3% a 5% dos casos. Em situagbes emergenciais, como no trauma, na
isquemia e na perfuracédo, as complicacbes podem se sobrepor, umas as outras

com grande aumento na morbi-mortalidade %°.

O resultado da lesdo tecidual € o desencadeamento de complexa
cascata de eventos bioquimicos e celulares, formando cicatriz, embora imperfeita,
mas mecanicamente eficaz. A submucosa é extremamente importante, uma vez
que suporta os pontos de sutura. E formada por tecido conjuntivo, o qual contém a

maioria das matrizes protéicas.

Embora a cicatrizacdo do sistema gastrointestinal siga as mesmas fases
da cicatrizacdo da pele, o conhecimento desses eventos é mais limitado 2°. A
composicdo da matriz protéica é diferente a da pele, pois contém grande
guantidade de colageno tipo | e menos do tipo lll, além de conter também
colageno V. As células musculares lisas sdo as produtoras predominantes de
matrizes protéicas. A submucosa é ricamente vascularizada, com plexos arteriais,
venosos e rede de linfaticos. A muscular propria € composta por duas faixas de

musculatura lisa: circular e longitudinal. A serosa contém células mesoteliais



dispostas em uma fina faixa de células mesenquimais e matriz, sendo

intensamente vascularizada.

7

A cicatrizagdo gastrointestinal € didaticamente dividida trés fases:
inflamacgé&o, proliferacdo e maturacéo tecidual, embora exista sobreposi¢éo entre
as mesmas 2’. Se a mucosa for a Unica camada lesada, pode haver recuperacao
da mesma por meio da migracdo e proliferacdo. Quando ocorre lesédo tecidual

mais extensa, ha resposta fibroblastica e formagé&o de cicatriz.

A fase inflamatéria ocorre logo apds a agressdo e € caracterizada por
infiltracdo celular e edema, normalmente confinada a submucosa e que dura cerca
de duas semanas. Os granulécitos sdo predominantes nas primeiras 24 horas e 0s
macrofagos nas 48 horas subseqlientes. A Angiogénese inicia dois a trés dias

ap6s a agressdo .

Fibroblastos e principalmente células musculares lisas
comecam a produzir matriz protéica, inicialmente na submucosa e na subserosa.
As células musculares lisas contribuem mais para a formacdo absoluta do

colageno do que propriamente os fibroblastos.

A recuperacgdo da mucosa é rapida e acontece dentro de uma semana. Se
a lesdo for severa, com destruicdo tecidual e proliferacdo bacteriana, os eventos
podem ser mais pronunciados e demorados. Apdés uma a duas semanas, a
barreira epitelial € totalmente restabelecida , com formacao granulomatosa devida
a proliferacéo de fibroblastos e musculatura lisa . A reconstituicdo da rede de
colageno é de suma importancia a regeneracao epitelial. Durante a reparacéo, a
anastomose torna-se mais fina, todavia a muscular da mucosa e a muscular
prépria permanecem desorganizadas, 0 que permite o reconhecimento do local da

cicatriz por até um ano apés a lesao inicial *.



2.2 MECANISMOS DE LESAO PELA ISQUEMIA-REPERFUSAO

A primeira manifestacdo do processo isquémico é o aumento da
permeabilidade capilar e a formacdo de edema. A medida que o dano é mais
pronunciado, ocorre quebra de enzimas citoplasmaticas na circulacdo, com
alteragOes teciduais graves, destruindo-os. Nos tecidos isquémicos reperfundidos
h& abundante producéo de radicais livres de oxigénio, agravando ainda mais 0s

danos iniciais da isquemia *’.

Radical livre € uma molécula que, por conter nimero impar de elétrons,
tem capacidade de ligacédo, o que lhe confere possibilidade de reacdo quimica. Se
dois radicais reagem, ambos sao eliminados. Se um radical reage com um né&o
radical, disso pode surgir um radical livre. Tal caracteristica capacita os radicais
livres a participar de reacdes em cadeia, que podem ser milhares. A peroxidacéo
de &cidos graxos insaturados pelo oxigénio molecular pode ser iniciada por um

radical livre. Radicais podem servir como oxidantes ou redutores.

Como os tecidos isquémicos tornam-se hipoxicos e até andxicos, segundo
Mc Cord 7, existe razdo para crer que na isquemia ha metabolismo aberrante do
oxigénio ou ocorre elevada producdo de radicais livres de oxigénio, como 0sS
superoxidos e as hidroxilas. A maneira como a peroxidacdo lipidica contribui para
os danos causados por infarto e reoxigenacdo protegida pelos varredores de
radicais livres, levou a Meerson et al.*! a propor a existéncia de um metabolismo
de radicais livres de oxigénio na leséo isquémica cardiaca. Haglund e Lundgren *
mencionaram que parte substancial da lesdo ocorre pela reperfusdo poés-
iIsquémica, no momento em que 0 oxigénio molecular € reintroduzido no tecido
isquémico.

Os mediadores estudados no mecanismo de lesdo da isquemia-reperfusao

intestinal sdo os seguintes: xantina-oxidade 3%’ 38-40

41-46

, endotelinas
47-62

, proteinas de

. oxido nitrico %7°, heme
101-106 107,108

choque quente
80-92

, neutrofilos polimorfonucleares

93-100

oxigenase , Citocinas proé-inflamatérias , complemento e ferro
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A maior fonte de superoxidos € a enzima xantina-oxidase, tendo sido a
primeira fonte biolégica de radical superéxido documentada '%. A xantina-oxidase
€ uma complexa molibdoflavoproteina, participante do catabolismo das purinas na

maioria das células °.

A xantina-oxidase é distribuida em varios tecidos, mas é no intestino, no
figado e nos pulmbes onde se encontram as mais ricas fontes, na maioria das
espécies. A enzima é sintetizada como xantina-desidrogenase, forma presente em
90% dos tecidos saudaveis, e a conversdo para xantina-oxidase ocorre nos
tecidos isquémicos®. O mecanismo proposto para tal conversdo é que a
diminuicdo do fluxo sanglineo tecidual € suficiente para limitar a disponibilidade
do oxigénio para a producdo de adenosina trifosfato (ATP). Como diminui a carga
de energia das células, a capacidade de manutencao dos gradientes ibnicos entre
as membranas celulares atenua e ocasiona a redistribuicdo dos ions calcio. A
concentracdo plasmatica elevada de calcio ativa uma protease capaz de converter
desidrogenase em oxidase. Concomitantemente, a deplecdo do ATP celular
resulta em alta concentracdo de adenosina monofosfato (AMP). O AMP é
metabolizado em adenosina, inosina e em seguida em hipoxantina. A hipoxantina,
assim como a xantina, funciona como substrato da purina para a xantina
desidrogenase e oxidase. Durante a isquemia, uma nova atividade enzimatica
ocorre e na reperfusdo, o oxigénio molecular serve como substrato para a ativagao
da xantina-oxidase, seguida por uma explosédo na producéo de radicais superdxido

e hidroxila®®.

Sackler ' descreveu que a mucosa intestinal contém a mais alta
concentracdo de xantina-desidrogenase que qualquer outro tecido. Além do mais,
a mucosa intestinal é provavelmente o tecido com maior sensibilidade a lesé@o
isquémica.

Jarasch et al.l?

estudaram a funcdo biolégica da xantina-oxidase nas
células endoteliais capilares. Pesquisaram que tal enzima torna-se atuante quando
h& lesdo na célula endotelial, quer seja por ataque microbiano, quer por outros

efeitos externos que fazem a ativacdo da enzima na corrente sanguinea,



11

transformando da forma inofensiva desidrogenase, para a perigosa forma oxidase,
gquando em contato com oxigénio. Neste estudo, encontraram aumento da
concentracdo de anticorpos xantina-oxidase especificos em todos os humanos
testados, sugerindo genericamente, que a formacao de tais anticorpos aconteca
por auto-imunizacdo dos capilares, talvez induzido por multiplas pequenas lesdes
no endotélio. Nao explicaram o mecanismo pelo qual o sistema imunoldgico
mantém niveis altos de auto-anticorpos e nao adquire tolerancia imunoldgica a

xantina-oxidase.

Poggetti et al.'*® demonstraram que a isquemia-reperfuséo intestinal causa
simultaneamente disfuncdo hepatica e pulmonar e que os neutrdfilos ativados tém
papel fundamental nesse processo. A xantina-oxidase é aceita como a maior fonte
de metabdlitos reativos do oxigénio, gerados durante a reperfusdo, estando a
mesma presente na mucosa intestinal e no endotélio vascular**?**, A importancia
dos neutrofilos na lesdo pela reperfusdo é bem destacada e a aderéncia dos
mesmos ao endotélio apresenta-se como um segundo passo necessario. A
interacdo entre as células endoteliais e os polimorfonucleares parece amplificar a
producdo dos metabdlitos ativos do oxigénio e esses polimorfonucleares
seqliestrados e aderidos na microvasculatura contribuem para a isquemia **°.
Polimorfonucleares ativos também liberam proteases e elastases, as quais
causam danos adicionais. O exato mecanismo desencadeante do recrutamento

dos polimorfonucleares é incerto.

A conversdo da xantina-desidrogenase para xantina-oxidase foi bem
observada em células endoteliais quando as mesmas sdo expostas a
polimorfonucleares ativados. Isto sugere que uma determinada agressao que ative
polimorfonucleares circulantes deva provocar uma interacdo remota
polimorfonucleares-células endoteliais que gera metabdlitos ativos do oxigénio,
reacao dependente da xantina-oxidase ou nadph-oxidase (f-nicotinamide adenine
dinucleotide phosfate). Isso posto, as consequéncias da isquemia-reperfusao
podem ser evitadas pela deplecdo de polimorfonucleares ou pela inativacdo da

xantina-oxidase °.
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Hakguder et al. **® comprovaram, com estudos radiolégicos do intestino de
ratos que a isquemia-reperfusao altera a motilidade intestinal. Avaliaram também o
efeito da isquemia na microcirculacao intestinal. Concluiram que com o uso do
alopurinol, no intuito de inibir a enzima xantina-oxidase, houve retorno do tempo

de transito gastroanal, semelhante ao grupo controle.

As endotelinas sdo potentes peptideos vasoconstritores derivados do
endotélio vascular, as quais, pelo mecanismo de vasoconstricdo, podem estar

envolvidas na isquemia intestinal 34

. Quando ocorre inibicdo das mesmas,
ocorre diminuicdo das lesbes mucosas, aumento do fluxo sangiineo e diminuicao
da ades&o leucocitaria **’.

As proteinas de choque quente sdo substancias intracelulares que se

acumulam apés a isquemia intestinal **

.0 exato mecanismo de acdo protetora de
tais proteinas € incerto. O mecanismo mais provavel seria pela inibicdo do
leucotrieno-b4 e subseqlente prevencdo da ativacdo neutrofilica e da
quimiotaxia®.

Os polimorfonucleares também estdo entre 0s possiveis mediadores
envolvidos na fisiopatologia da isquemia-reperfuséo intestinal. Massberg et al.>*
mostraram que a primeira manifestacdo ocorrida na isquemia-reperfusao intestinal
€ decorrente da interacdo dos leucocitos com as células endoteliais nas vénulas

submucosas.

O oxido nitrico € um radical livre e uma substancia extremamente reativa.
E sintetizado a partir da L-arginina, de uma familia de enzimas conhecidas por
6xido nitrico sintases®®. Existem varias possiveis fontes de 6xido nitrico no
intestino: no tecido intestinal intrinseco (epitélio, mastécitos, musculo liso e plexo
neural) e nos leucécitos (polimorfonucleares e mondécitos)®’. A atuacdo do 6xido

nitrico ainda é controversa .

A expressdo da heme-oxigenase em varios modelos de isquemia-
repefuséo intestinal tem mostrado efeito citoprotetor durante a cascata de eventos
da isquemia e reperfusdo %®®%. E uma enzima relacionada com a conversdo do

heme, do monéxido de carbono e do ferro livre 8. Exerce importancia central na
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manutencdo da homeostase dos processos antioxidativos e oxidativos durante a

lesdo celular &,

Os eventos bioquimicos precisos de interagcdo da geracdo de radicais
livres e da secrecdo de mediadores inflamatérios pelas células endoteliais ndo sédo
bem entendidos. As proteinas pro-inflamatorias sdo provavelmente sintetizadas
pela influéncia do 6xido nitrico °, mas seu mecanismo exato como mediadoras na
isquemia intestinal é incerto.

Vérios autores tém sugerido o sistema complemento como o maior
resposavel no entendimento da patogénese da isquemia-reperfusao intestinal *°*
104 " A ativacdo do sistema complemento leva a uma série de potentes eventos
inflamatorios, como a expressdo do gene ICAM-1, ao aumento das citocinas do

fator alfa de necrose tumoral e das interleucinas .

7z

O ferro é uma substancia aceleradora do processo de formacao de
radicais livres. Durante a isquemia, metabolitos como o acido latico, acumulam-se,
0 que aumenta o ph intracelular. Isso desestabiliza as membranas lisossomais,
ativa enzimas de lise lisossémica, inibe a ligacdo do ferro com suas proteinas
carreadoras e torna o mesmo livre. O ferro, nessa condi¢cdo, reage com a agua e

gera a formacéo do deletério radical hidroxila 8.

2.3 ANASTOMOSES INTESTINAIS E ISQUEMIA-REPERFUSAO

A isquemia, muitas vezes, causa necrose de segmentos do intestino, 0s
quais se tornam inviaveis, exigindo ressec¢ao. Sempre que possivel, o objetivo é a
criacdo de anastomose na tentativa de restabelecer o transito intestinal da
maneira mais fisiolégica possivel. Porém, o intestino proximo ao ressecado,
aparentemente viavel, pode ter sido submetido a isquemia transitéria significativa,

0 gque pode alterar o processo de cicatrizacao.

Vérios fatores sdo implicados no sucesso ou na falha do processo de

cicatrizagdo das anastomoses intestinais. O suprimento sangiineo e a oxigenagao
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das anastomoses sdo de suma importancia e dependem da vascularizacao
intrinseca 2°. A falha de numerosos mediadores vasoativos, peptideos endoteliais,
radicais livres de oxigénio e a ativagdo de leucocitos decorrentes da reperfusédo
intestinal levam a disfuncdo endotelial, ao edema tecidual e ao ndo retorno do
fluxo sangiiineo, o que pode comprometer a perfusdo anastomética **8*2°,

Ponsky et al. *#

estudaram os efeitos da isquemia transitoria nas
anastomoses intestinais de ratos submetidos a isquemia e reperfusdo. Dividiram a
amostra em trés grupos de animais, sendo um controle (sem isquemia), outro,
isquemia por 30 minutos e o terceiro, isquemia por 45 minutos. Os animais foram
submetidos a eutanasia no sétimo e décimo dia de pos-operatdrio, com tomada da
medida de pressdo de ruptura das anastomoses. N&o observaram diferenca
significante entre os grupos.

Bergren et al. %

avaliaram a efichcia da enzima superoxido-
dismutase, que age como um varredor de radicais livres, nas anastomoses
intestinais submetidas a isquemia segmentar e reperfusédo. Dividiram os ratos em
trés grupos de dez: um deles com anastomose sem isquemia; um segundo grupo
com isquemia e anastomose e um terceiro com isquemia, anastomose e
superoxido-dismutase. A eutanasia ocorreu apos duas semanas. Tomadas as
medidas da pressao de ruptura, andlise histoldgica e percentagem de sobrevida,
concluiram que o varredor de radicais livre superéxido-dismutase aumentou a
sobrevida e limitou a morbidade. Nao foi observada alteracdo no processo de
cicatrizacao.

Segundo Demirogullari et al.

, apesar do grande numero de trabalhos
referentes a cicatrizagdo intestinal, ndo foram suficientemente estudados os
efeitos da isquemia-reperfusdo nas anastomoses intestinais. Compararam as
anastomoses intestinais apés isquemia, feitas em tempos diferentes durante o
periodo de reperfusdo. Foram 30 ratos alocados em 5 grupos (quatro
experimentos e um controle). Realizaram clampeamento arterial intestinal por 40
minutos, com anastomose apés 20 minutos, noventa minutos, seis horas e 24

horas apds a reperfusdo. Fez-se a eutanasia no quinto dia de pos-operatorio, com
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analise da presséao de ruptura e estudo histologico das anastomoses. Comentaram
gue as anastomoses realizadas precocemente sdo mais resistentes que as feitas
tardiamente. A razdo disso é incerta. Notaram maiores alteracdes na mucosa

intestinal quando a anastomose era realizada precocemente ( 20 e 90 minutos).

Udassin et al. ° demonstraram dano aparente & mucosa intestinal apés 10
minutos de reperfusdo. Quase 80% deste dano desaparece apdés 6 horas e ha
resolucdo completa apds 12 horas de clampeamento transitério segmentar da
artéria mesentérica cranial do rato.

Kuzu et al. *°

pesquisaram o efeito da lesdo por reperfusdo na cicatrizacao
das anastomoses intestinais. Utilizaram 102 ratos, distribuidos em trés grupos,
sendo um controle. Houve clampeamento da artéria mesentérica cranial num
grupo por 30 minutos, porém no terceiro grupo, realizaram o que chamaram de
isquemia profunda. Tal isquemia consistiu no clampeamentp de vasos sangiineos
intestinais colaterais associado ao clampeamento da artéria mesentérica cranial.
Os animais de cada grupo foram submetidos a eutanésia no terceiro ou no sétimo
dia de pods-operatério, com avaliagdo da cicatrizacdo da parede abdominal,
aderéncias intracavitarias, complicacdes anastomaticas, pressao de ruptura e local
da ruptura. Demonstraram que a isquemia-reperfusdo impede a cicatrizacédo
anastomotica, mas nao houve diferenca significante na cicatrizacdo e nas

complicacdes entre os grupos de isquemia habitual e profunda.

2.4 ESTRATEGIAS PROTETORAS CONTRA OS DANOS DECORRENTES DA
ISQUEMIA E REPERFUSAO INTESTINAL

Véarias modalidades terapéuticas tém sido utilizadas com sucesso ha
atenuacao dos danos decorrentes da isquemia—reperfusdo em modelos animais.
Sao elas: pré-condionamento isquémico, suplementacdo de Oxido nitrico, terapia
anticomplemento, terapia antileucocitaria, perfluorocarbonos, nutricdo enteral,

suplementacao de glutamina e de glicina e uso de antioxidantes.
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O pré-condicionamento isquémico € definido pela breve exposicdo de um
tecido a isquemia, com o objetivo de protegé-lo dos efeitos deletérios de uma
isquemia prolongada *?3. Tal fenémeno foi descrito pela primeira vez em 1986 no

coragdo canino '?*. Efeitos benéficos de tal modalidade foram demonstrados no

5 6 7 | 128
)

figado **°, no musculo esquelético **°, no cérebro **’, na coluna espinha no

rim *2°, pulmao **°, na retina *** e no intestino ****. A primeira descricdo do pré-

condicionamento isquémico no intestino foi feita por Hotter et al. em 1996 %,

[ 137

0]

que representou particular avanco no transplante intestina

A suplementacdo de 6xido nitrico demonstrou-se eficaz na atenuacdo da
isquemia-reperfusdo em gatos e cdes *®!3°. Demonstrou-se efeito benéfico pela
inalacdo de O6xido nitrico em baixa concentragdo, dado pela profunda acéo

antiaderéncia leucocitaria **°.

A terapia anticomplemento diminuiu significativamente o0s danos
decorrentes da isquemia-reperfusdo, pela administracdo de um antagonista de
receptor de complemento (C5a) em ratos °?. Tal antagonista inibiu a expressdo do

fator alfa de necrose tumoral e consequentemente a leséo tissular.

Existem trés estratégias conhecidas para atenuar a agressao leucocitéria: -
inibicdo da ativacdo leucocitaria; - inibicdo da sintese molecular de adeséo
leucocitaria e inibicdo da ades&o leucdcito-endotelia ***. A ativacdo dos leucécitos
na isquemia-reperfuséo intestinal é auxiliada por mediadores inflamatérios como o
leucotrieno b4, pelo fator ativador de plaquetas e pelo fator alfa de necrose
tumoral °°. Estudos demonstraram que o uso de antagonistas do leucotrieno b4 *#?,

143144 & de inibidores do fator alfa

de antagonistas do fator ativador de plaquetas
de necrose tumoral ** limitam a ativacdo leucocitaria na isquemia-reperfusdo
intestinal. Em relac&o a inibicao da sintese molecular de adeséao leucocitaria pode-
se recorrer & transcripcéo de tais fatores que regulam a adesao leucocitaria 447,
A terceira estratégia, que consiste em limitar a adesao leucécito-endotélio, pode
ser obtida pelo uso de substancias como alopurinol e superéido-dismutase *¢ e

anticorpos monoclonais **°.
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Os perfluorocarbonos sédo moléculas hidrocarbbnicas nas quais os atomos
de hidrogénio sao substituidos por fluorina. Esses elementos tém a capacidade de
dissolver 20 a 25 vezes mais oxigénio do que o plasma, em temperatura ambiente.
A administracdo intraluminal de perfluorocarbonos oxigenados dentro do intestino
demonstrou-se benéfica quanto a preservacdo da integridade da mucosa, apos

isquemia e reperfuséo **°.

A nutricdo enteral comprovadamente reduz a morte e as leses organicas a
distancia em ratos '. A nutricdo também mantém a imunidade mucosa e a
resisténcia contra infeccfes. Ratos mantidos com nutricdo parenteral e sem
receber alimentacdo enteral tiveram os niveis de ICAM-1(intercelluar adhesion
molecule-1) e de P-seletina aumentados e, com isso aumentaram a atracdo de
polimorfonucleares para o intestino, em comparacdo com ratos submetidos a
nutricdo enteral . Além disso, a perda do aporte nutricional enteral altera os
niveis de interleucina—4 e de interleucina-10 na lamina propria intestinal,
responsaveis por inibir a expressado endotelial do ICAM-1(intercellular adhesion

molecule-1) **°.

A glutamina, que é considerada um aminoécido ndo essencial, torna-se

154

extremamente importante durante lesdo severa E o aminoacido mais

abundante do plasma e da musculatura esquelética em condi¢cdes normais, mas

155 Estudos

seus niveis caem substancialmente apos lesdes ou operacdes
demonstraram que a suplementacéo de glutamina via enteral e parenteral diminuiu
a translocacao bacteriana, atenuou colite experimental e melhorou a adaptacdo da

156157 " Em modelos animais de

mucosa intestinal apos resseccdo intestinal
transplante intestinal, a glutamina melhorou a absorcéo de nutrientes e também a
funcdo de barreira mucosa '*2. Ikeda et al. **°, em modelo de isquemia-reperfuséo
intestinal em ratos, demonstraram que a suplementacdo com glutamina melhorou
a integridade mucosa, pela preservacdo dos niveis de imunoglobulia-a nos
pulmdes e no intestino, além de reduzir a expressdo de ICAM-1 no intestino e a

adesao neutrofilica.
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A glicina, outro aminoacido ndo essencial, protege o intestino da isquemia-

reperfusdo 60162

A glicina é conhecida por seu efeito antiinflamatério,
imunomodulador e pelas funcBes citoprotetoras diretas '®'%* Em ratos, a
administracdo de 20% de glicina atenuou 0 dano a mucosa, preservou o conteudo
protéico intestinal , reduziu a translocacao bacteriana e aumentou a sobrevida 9.
A glicina atua nas células inflamatérias como nos macrofagos, e suprime a
ativacédo de fatores de transcripcdo e a formacéo de radicais livres e de citocinas

inflamatdrias 4.

O corpo humano é dotado de uma série de antioxidantes naturais, mas,
infelizmente, ndo sdo capazes de proteger o organismo contra agressdées mais
sérias, como na isquemia-reperfuséo intestinal. Foram estudados varios tipos de

antioxidantes efetivos no combate aos danos decorrentes da isquemia-reperfuséo

| 1% anti-trombina-I1l *°, bilirrubina %, edavarone !, captopril

. ciclosporina '8, desferrioxamine ®°, fator de crescimento epidérmico *°,

! 2. n-acetil cisteina ***, nitroglicerina "3, piruvato *",

176 177
| E-,

intestinal: alopurino
167

glutamina *"*, melatonina *’

rapamicina ', sod 1%, trimetazidina *"°, verapamil ’®, vitamina C e vitamina

e azul de metileno 178,

2.5 AZUL DE METILENO

Ha descricbes do uso do azul de metileno no tratamento da tuberculose
urinaria, da intoxicacdo por cianida, da metahemoglobinemia, da intoxicacdo por

l. 24

nitrito, das infec¢des do trato urinario (apud Salaris et al. ") e do envenenamento

pelo herbicida Paraquat® 3,

O azul de metileno foi apontado originalmente como eliminador da
producdo de superoxidos na presenca do citocromo C e seu uso na lesdo por

h1’® e mais tarde por Kelner et al. **°. Atua pela

reperfusdo por Mc Cord e Fridovic
competicdo com o oxigénio molecular para a transferéncia de elétrons pela

xantina-oxidase. Pares de elétrons de cada oxidacdo enzimatica sdo transferidos
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para o azul de metileno. Tal transferéncia de elétrons desvia seu fluxo do centro
ferro-sulfirico enzimatico, onde o oxigénio molecular é convertido em radicais
superéxido e entdo, a geracdo desses mediadores citotoxicos é atenuada %2,
Esses Ultimos autores, revisando os mecanismos de acao do azul de metileno,
constataram a possibilidade de sua utilizacdo na inibicdo de superéxidos nos
tecidos isquémicos. Salaris et al. %, instigados por tais observacdes, avaliaram o
papel do azul de metileno como possivel inibidor da producdo de superéxido pela
xantina-oxidase. Propuseram que o azul de metileno poderia atenuar os efeitos da
lesdo por reperfusdo: se fosse dado um pré-tratamento (antes da isquemia), de
forma a atenuar o acumulo de hipoxantina durante a isquemia ou se fosse
administrado azul de metileno logo ap6s a isquemia-reperfusdo, de maneira a
inibir a producdo de superdxido. Apontaram que 0 mesmo exerce um efeito

antioxidante efetivo na isquemia-reperfuséo.

Estudaram-se os efeitos do azul de metileno na sintese e nos efeitos
biolégicos do é6xido nitrico. Constatou-se ser o azul de metileno inibidor da 6xido
nitrico sintase, a qual bloqueia o relaxamento da musculatura lisa endotelial ***. O
oxido nitrico é sintetizado a partir da L-arginina. A vasodilatacdo mediada pelo
oxido nitrico € dependente da ativacdo da guanilil-ciclase e o azul de metileno foi
descrito como inibidor da guanilil-ciclase soltvel, tanto in vivo quanto in vitro %2,

A producdo aumentada de Oxido nitrico tem papel central no

. 18 avaliaram o efeito do azul

desenvolvimento do choque séptico. Keaney Jr et a
de metileno no choque séptico induzido pela administracdo de lipopolissacarideos,
em coelhos e constataram que o mesmo reverte a hipotensao causada pela acéo
das endotoxinas.

Zhang et al. '8

examinaram varias doses de azul de metileno na alteracéo
do fluxo sangiineo e da viabilidade tecidual na circulacdo mesentérica, renal e
femoral, em cades submetidos a choque endotéxico. Doses baixas a moderadas
aumentaram significativamente a pressdo arterial e doses baixas seletivamente
aumentaram o fluxo sangliineo mesentérico. Quando usado em altas doses,

poderia ser potencialmente deletério por hipertensao pulmonar.
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Estudos in vitro de isquemia, seguida de reoxigenacdo demonstraram que
o azul de metileno é efetivo na prevencdo dos danos causados, pelos radicais
livres de oxigénio, ao figado e aos rins #*. Galili et al. ** investigaram os efeitos do
azul de metileno na lesdo pulmonar causada pela reperfusdo apoOs isquemia
intestinal. Notaram que, apds uma hora de oclusédo da artéria mesentérica cranial,
a reperfusdo induziu a lesdo pulmonar, manifestada por edema intersticial e
alveolar, além de sequestro de neutréfilos. Concluiram que o azul de metileno
atenuou tais lesdes, com efeito protetor no tecido pulmonar.

Peter et al. *®

, com o objetivo de prevenir encefalopatia induzida pelo
quimioterapico ifosfamida, avaliaram a farmacocinética e a distribuicdo do azul de
metileno oral e intravenoso. O azul de metileno é utilizado de rotina na prevencéo
e tratamento de tal complicacdo, embora o mecanismo e o sitio de acédo
permanecam incertos. Verificaram que € bem absorvido pelo sistema
gastrointestinal, mas a distribuicdo aos oOrgaos € diferente em relacdo a via
endovenosa. A sua distribuicdo endovenosa tem padrdo multifasico e meia-vida de
5,25 horas. A excregdo urinaria € maior apos a administracdo endovenosa. Se o
sitio de acdo do azul de metileno na prevencao da encefalopatia causada pela
ifosfamida for o figado (onde a ifosfamida é ativada e potencialmente gera
metabolitos toxicos), a administracdo oral e endovenosa tem efeito semelhante.
Contudo, se o sitio de acdo for o sistema nervoso central, a administracdo
endovenosa resulta em maiores concentracfes do azul de metileno no cérebro,

devendo ser a via preferencial.

Weinbroun et al. *®¢ avaliaram os efeitos do azul de metileno na atenuacéo
da deterioracdo metabdlica e hemodinamica decorrente da isquemia e reperfuséo.
Compararam a infusédo de azul de metileno em varias doses, por meio da via intra-
tragueal e intra-peritoneal. As alteracdes eram verificadas pela dosagem da
pressdo sanguinea, gasometria e medida do nivel da xantina-oxidase e xantina-
desidrogenase. llustraram a capacidade dose-dependente do azul de metileno em
conter o desenvolvimento dos efeitos deletérios apds isquemia-reperfusdo e da
similaridade de ambas as vias de administracdo. Consideram ser o azul de

metileno componente ja estabelecido clinicamente como inibidor da geracdo de
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radicais livres de oxigénio. Adicionalmente, tem efeito vasoconstritor, pois
antagoniza os efeitos do oOxido nitrico no relaxamento da musculatura lisa
vascular, pelo bloqueio dos sitios de ligacao do oxido nitrico e guanilil-ciclase.

Memis et al. &’

infundiram azul de metileno em pacientes durante sepsis
severa, com o intuito de verificar se havia alteracdo nos niveis de citocinas. Foram
medidos: fator alfa de necrose tumoral, interleucina 1, receptor da interleucina 2,
interleucina 6 e interleucina 8. Apos, foram aferidos parametros hemodinamicos,
gases sanglineos, metahemoglobina e parametros bioquimicos . Quando
comparado com o grupo placebo, o grupo azul de metileno teve maior aumento do
nivel médio de pressdo arterial e da metahemoglobinemia, esta ultima apenas
logo apols a infusdo. Verificaram também que o azul de metileno ndo alterou os
niveis de citocinas ou interferiu na sobrevida, na sepsis severa. Resultou apenas

em aumento transitério da presséao arterial.

llhan et al.* determinaram os efeitos do anticorpo monoclonal anti-ICAM-1,
do alopurinol e do azul de metileno na lesédo por isquemia-reperfusao intestinal. O
ICAM-1(intercellular adhesion molecule-1) é um importante mediador da adeséao de
neutréfilos ao endotélio vascular. Presente na superficie das células endoteliais
num grau moderado pode ser fortemente aumentado em um curto periodo pelas
citocinas. O fator alfa de necrose tumoral € uma das citocinas e pode ser ativado
por uma série de células, incluindo hepatécitos, células T, neutrdfilos e
macrofagos. Verificaram as alteracfes histopatolégicas, o nivel de fator alfa de
necrose tumoral e a atividade da mieloperoxidase nos ratos submetidos a
isquemia-reperfusdo intestinal. Evidenciaram neste estudo que a aplicacdo de
alopurinol e do ICAM-1 atenuou o efeito deletério da isquemia-reperfuséo, porém,
ainda ndo se sabe ao certo qual o melhor momento de aplicacdo dos produtos,
nem o tempo de duracdo da isquemia. O azul de metileno ndo foi efetivo para
prevenir ou atenuar a lesao tissular intestinal. Os autores sugeriram novos estudos

com doses diferentes para confirmacao ou néo de tais resultados.



3 METODOS
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Para realizacdo deste estudo obedeceu-se a Lei Federal 6.638! e as
orientacdes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), entidade
filiada ao Internacional Council for Laboratory Animal Science. O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa com Animais da Pontificia

Universidade Catdlica do Parana, conforme protocolo numero 013/03.

3.1ANIMAL DE EXPERIMENTACAO

3.1.1 Caracterizacdo da Amostra

Utilizaram-se 45 ratos machos (Rattus norvergicus albinus, Rodentia
mammalia), da linhagem Wistar, provenientes do Biotério da Pontificia
Universidade Catdlica do Parana, distribuidos aleatoriamente em 3 grupos de 15
animais: grupo controle e grupo isquemia sem o uso de azul de metileno e grupo
iIsquemia com o uso de azul de metileno. As idades variaram entre 100 e 150 dias
e peso entre 250 e 400 gramas , com meédia de 337,13 gramas e desvio padrédo de

54,53 gramas.
3.1.2 Ambiente de Experimentagcao

Mantiveram-se 0s animais em grupos de quatro animais, em caixas de
polipropileno, de dimensdes apropriadas para a espécie, no Biotério da Pontificia
Universidade Catolica do Parana. O ciclo claro/escuro era de 12 horas e a
umidade relativa do ar ambiental era 0 mesmo do ambiente geral, sem regulagem
artificial e a temperatura de 20 + 2°C. Receberam racéo especifica para a espécie
(NUVILAB, NUVITAL®) e agua ad libitum.

! BRASIL. Lei Federal n.° 6638 de 8 de maio de 1979. Estabelece normas para a prética
didatico-cientifica da vivissec¢do de animais e determina outras providéncias. Diario Oficial
da Republica Federativa do Brasil, Brasilia, p.1, 10 de maio de 1979.
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Realizaram-se as operacfes no Centro Cirargico da Disciplina de Técnica

Operatoria e Cirurgia Experimental da PUC-PR.
3.1.3 Organizacéo dos Grupos de Estudo

Separaram-se 0s ratos em trés grupos, sendo o grupo 1 (controle) sem
clampeamento arterial e 0s grupos 2 e 3 com clampeamento. Destes, o grupo 2 foi
tratado com placebo (solugéo salina isotonica) e o grupo 3 com azul de metileno.

3.1.4 Anestesia

Induziu-se anestesia geral por injecdo intramuscular de 60mg/kg de
Cetamina (Ketamin® - 50mg/ml) associada a 7,5mg/kg de Xilasina (Rompun® -

2g/100ml). Os animais permaneceram anestesiados até o final da operacao.
3.1.5 Preparo da Pele e Posicionamento da Mesa

Realizou-se depilacdo da parede abdominal ventral por tric6tomo elétrico e
fixacdo do animal em prancheta cirdrgica na posicdo de decubito dorsal. Em
seguida, fez-se a anti-sepsia da pele com polivinilpirrolidona-iodo ativo a 1%.
3.1.6 Laparotomia

Utilizou-se incisdo mediana de 4,0 cm, iniciando na borda superior da pube,

com abertura de todos os planos da parede abdominal e exposi¢céo da cavidade
abdominal.
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3.1.7 Procedimento

Nos trés grupos a 20cm do piloro fez-se seccdo completa do intestino
delgado e anastomose término-terminal, com 8 pontos separados em um Unico
plano de sintese, extramucoso, com fio monofilamentar de nailon 6-0.

Nos animais do grupo 1 construiu-se anastomose intestinal sem nenhuma
les@o prévia, enquanto nos grupos 2 e 3 (isquemia-reperfusdo), ocorreu oclusao
temporaria segmentar da artéria mesentérica cranial pelo tempo de 45 minutos.
Para esse fim utilizou-se segmento de submucosa intestinal porcina, a qual era
amarrada delicadamente ao redor do vaso.

Apds a oclusdo vascular nos grupos 2 e 3, realizou-se laparorrafia
provisoria, de modo a minimizar desidratacao e perda excessiva de temperatura.

ApOs 45 minutos (tempo relativo & oclusédo vascular), reabriu-se a cavidade
abdominal nos grupos 2 e 3. Neste momento, instilaram-se na cavidade abdominal
2ml de solucéo de azul de metileno a 0,5% estéril no grupo 2 e de 2ml de solucéo
salina isotbnica no grupo 3 (Figura 1) e imediatamente apoOs realizou-se a
liberacdo da oclusdo vascular. Assim que confirmada a reperfusdo por meio de
pulsacdo da artéria mesentérica, confeccionou-se anastomose intestinal no local

acima descrito, como no grupo controle.
3.1.8 Laparorrafia
Realizou-se laparorrafia com dois planos de sintese. O primeiro, peritbneo-

musculo-aponeurético e o segundo, o da pele, com aplicacdo de sutura

monofilamentar de nailon 3-0.



Figura 1- Aspecto das alcas intestinais apés injecéo de azul de metileno e desclampeamento

3.1.9 Pds-operatdrio

ApOs a recuperacdo anestésica, devolveram-se 0s ratos as suas caixas,
devidamente identificadas, onde receberam agua e racdo padrdao comercial ad
libitum. Permaneceram sob este regime até a data prevista para afericdo do

experimento.

3.1.10 Eutanésia

Realizou-se eutanasia com dose letal da solucdo anestésica de Cetamina e

Xilazina utilizada nas operacgdes, no 7.° dia de pos-operatorio.
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3.2 AVALIACAO MACROSCOPICA

3.2.2 Anastomoses Intestinais

Constatada a morte, fixaram-se os animais em pranchetas cirurgicas e
reabriu-se a parede abdominal pela mesma incisdo da primeira operacéao.

Classificaram-se as aderéncias nas anastomoses em graus O, I, Il, lll e 1V,
conforme a escala convencionada:

-grau 0: ausentes

-grau |: presentes, comprometendo % da circunferéncia anastomotica;

-grau ll: presentes, comprometendo 2/4 da circunferéncia anastomotica;

-grau lll: presentes, comprometendo ¥ da circunferéncia anastomatica;

-grau IV: presentes, compromentendo 4/4 da circunferéncia anastomotica.

3.2.3 Estudo Tensiométrico

Ressecou-se um segmento de intestino delgado de aproximadamente 4cm,
que continha a anastomose, o qual foi lavado com solugcdo salina a 0,9% e
colocado dentro de um recipiente cubico contendo agua. Tal recipiente continha
uma entrada de ar em uma de suas paredes laterais, com valvula unidirecional,
sob a forma de “bico”.

Amarrou-se a extremidade proximal do segmento intestinal ressecado com
ligadura dupla de fio de algoddao 3-0 em torno da entrada de ar, de modo que o
“bico” de ar ficasse dentro do intestino, o que permitia entrada de oxigénio para a
sua luz. Na extremidade distal do intestino, realizou-se sutura em bolsa, de modo
a bloquear a saida de oxigénio vindo da outra extremidade. O intestino, entéo,
permaneceu na posicao horizontal e totalmente submerso na agua. Introduziu-se
um cateter de 0,7mm de diametro por 70mm de comprimento na luz do intestino e
conectado a entrada de ar. Na entrada de ar havia um dispositivo, com uma via
conectada a um cilindro de oxigénio a 100%, no fluxo de 1 litro por minuto e outra

a uma coluna graduada de pressdo em mmHg.
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Apos iniciado o fluxo de oxigénio, foram registrados 0s niveis pressoricos
no momento da ruptura, indicada pelo borbulhamento de ar vindo do interior da luz
intestinal.

Em seguida, abriu-se a peca cirlrgica longitudinalmente pela borda
antimesentérica, observou-se 0 aspecto interno da regido anastomotica e avaliou-
se a epitelizacdo, e se a mesma era maior ou menor que 50% da extensao da
anastomose.

As pecas foram estendidas em papel filtro, mergulhadas em frascos
numerados e fixadas em formalina tamponada a 10% e assim encaminhadas a

estudo histopatoldgico.
3.3 AVALIACAO MICROSCOPICA

As pecas foram emblocadas em parafina e dos blocos obtiveram-se cortes.
Analisaram-se os cortes histologicos corados pela hematoxilina-eosina, por meio
de microscépio 6ptico marca Olympus® modelo BX-51.

Avaliaram-se campos representativos da area de anastomose e neles o0s
achados de fibrose, reacdo inflamatoria, edema, congestdo vascular e presenca
de tecido de granulacéo, seguindo-se escore numérico, com notas negativas para

as variaveis agudas e positivas para as cronicas ', segundo o quadro abaixo:

Quadro 1 : Variaveis usadas para estabelecer escore final quanto a inflamacéo

Processo Variavel Discreto  Moderado Acentuado
inflamatorio
Agudo - Polimorfonucleares* -1 -2 -3
Edema -1 -2 -3
Congestéo -1 -2 -3
Crobnico + Monomorfonucleares* 1 2
Fibrose 1
Tecido de Granulacéo 1

*Analise das células inflamatorias:
Até 50 células em % de campo de grande aumento (x400) = 1
De 50 a 100 células em % de campo de grande aumento (x400) = 2
Mais de 100 células em ¥4 de campo de grande aumento (x400) = 3.
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O escore final foi a soma de todas as seis variaveis. Resultados positivos
foram considerados como predominio de resposta inflamatéria crénica e
resultados negativos como predominio de resposta inflamatéria aguda.

Outros cortes histolégicos das mesmas amostras foram submetidos a
coloragéo pelo corante sirius red, no intuito de se determinar a concentracdo do
colageno. As fibras mais espessas e fortemente birrefringentes apresentaram-se
coradas em vermelho-alaranjado (colageno tipo 1), e as fibras mais finas,
dispersas, fracamente birrefringentes coraram-se de tons verdes (colageno tipo
1), quando submetidas & luz polarizada *%.

Estudaram-se cinco campos microscopicos com 200 aumentos submetidos
a luz polarizada. Campos representativos da area de anastomose, incluindo pelo
menos um superficial, um médio e um profundo, foram capturados utilizando-se
microscopio Olympus® BX-51. O microscopio conectava-se a camera digital e a
um computador com software de analise de imagens (IMAGE-PRO-PLUS® - THE
PROVEN SOLUTION - Versdao 4.5.1.23 para Windows 98/NT/ME/200/XP
Professional, Copyright 1993-2002 Media Cybernetics Inc.). Estes campos entao
foram submetidos a analise da area ocupada pelo colageno tipo | (tons de
vermelho e alaranjado) e do colageno tipo Il (tons de verde), conseguindo-se ao

final a percentagem da area relativa de um sobre o outro.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Recorreu-se a analise descritiva dos dados através de quadros e graficos.
Para comprovacao do objetivo levantado neste trabalho, foram utilizadas a Analise
de Variancia para amostras independentes (ANOVA One Way) e os testes
paramétricos “t de Student” e os nao-paramétricos “Mann-Whitney” e “Kruskal-
Walllis” (através do software “Primer of Biostatistics”) e “Exato de Fischer” (pelo
Epi-Info). O nivel de significancia (probabilidade de significAncia) adotado foi
menor que 5% (p<0,05).



4 RESULTADOS
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4.1 O MODELO ANIMAL

Mesmo apos ter sido definido o tempo de 45 minutos de clampeamento e a
dose de azul de metileno no estudo piloto, constatou-se o 6bito nos animais dos
grupos, a saber: no controle: um 6bito no pds-operatdrio imediato, por acidente
anestésico; no grupo isquemia: 2 6bitos no 4.° e 5.° dias de pds-operatério,
decorrentes de peritonite ap0s deiscéncia da anastomose; no grupo azul de
metileno: 4 6bitos no 3.°, 4.° e 5.° dias, também por peritonite e deiscéncia
anastomotica.

Observou-se a presenca de aderéncias em todas as anastomoses
intestinais, dificultou a preparacdo dos segmentos intestinais para o0 estudo
tensiométrico. A constatacédo de liquido livre ou abscesso na cavidade peritoneal

foi rara.

4.2 AVALIACAO MACROSCOPICA

Na comparacéo entre os grupos (Quadros 2 e 3) observou-se que:

e apenas 0 grupo controle apresentou liquido incolor e inodoro livre na
cavidade abdominal, quando comparado com o grupo de isquemia sem
0 uso de azul de metileno (p=0,004) e com o grupo de isquemia com o

uso de azul de metileno (p=0,007);
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e 0 grupo de isquemia com o uso de azul de metileno apresentou maior
guantidade de aderéncias perianastomaticas, quando comparado com o
grupo controle e com o grupo de isquemia sem 0 uso de azul de

metileno (p=0,008).

Quadro 2 — Avaliacdo macroscépica nos grupos de estudo

CONTROLE | ISQUEMIA AZUL TOTAL
DADOS (n=14) (n=13) (n=11) (n=38)
N | % | N[ % | N | % | N | %
FERIDA OPERATORIA
e Nao 14 100,0 12 92,3 10 90,9 36 94,7
e Sim - - 01 77 01 91 02 53
LIQUIDO ABDOMINAL
e Nao 07 50,0 13 100,0 11 1000 31 816
e Sim 07 50,0 - - - - 07 184
ABSCESSO INTRA-
ABDOMINAL
e Nao 13 92,9 12 92,3 11 1000 36 94,7
e Sim oL 71 01 77 - - 02 53
ADERENCIA ANASTOMOSE
e Grau0 04 28,6 - - - - 04 105
e Graul 06 42,9 06 46,1 04 36,4 16 42,1
e Graull 02 143 05 385 06 545 13 34,2
e Graulll o1 71 02 154 01 91 04 105
e GraulV 01 71 - - - - 01 27
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Quadro 3 — Resultado dos testes aplicados na comparacao entre 0s
grupos — Avalicdo macroscoépica

CONTROLE x ISQUEMIA

DADOS Teste Aplicado \ézlt;r iggn'l'{'a_
Ferida Operatéria Fisher 0,481 NS*
Liquido Abdominal “ 0,006 S**
Abscesso Intra-Abdominal “ 1 NS*
Aderéncia na Anastomose Mann-Whitney 0,595 NS*
CONTROLE x AZUL
DADOS Teste Aplicado \c/jaeI(F))r ?élgnr::'if;
Ferida Operatoria Fisher 0,440 NS*
Liquido Abdominal “ 0,008 SH*
Abscesso Intra-Abdominal “ 1 NS*
Aderéncia na Anastomose Mann-Whitney 0,008 S

ISQUEMIA x AZUL

DADOS Teste Aplicado Valor Signifi-
dep cancia
Ferida Operatéria Fisher 1 NS*
Liquido Abdominal - - -
Abscesso Intra-Abdominal Fisher 1 NS*
Aderéncia na Anastomose Mann-Whitney 0,008 S**

(*) NS: Nao significante
(**) S: Significante

Ressalta-se que a pressdo de ruptura ndo foi possivel de analisar

estatisticamente em razao do pequeno numero de dados.
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4.3  AVALIACAO MICROSCOPICA

4.3.1 Avaliacdo da Inflamagéo

Na avaliacdo do escore (Quadros 4 e 5), comparando-se 0s trés grupos
simultaneamente, observou-se que 0 grupo com isquemia sem uso do azul de
metileno apresentou escore entre discreto e moderado (mais elevado) para as
células monomorfonucleares (p=0,021) e tecido de granulacéo (p=0,044) (Gréfico 1).
Repete-se 0 quadro 1, com as variaveis utilizadas, no intuito de facilitar a

interpretacdo dos quadros 4 e 5.

Quadro 1 : Variaveis usadas para estabelecer escore final quanto a inflamacéo

Processo Variavel Discreto  Moderado Acentuado
inflamatorio

Agudo - Polimorfonucleares* -1 -2 -3
Edema -1 -2 -3
Congestéo -1 -2 -3

Crobnico + Monomorfonucleares* 1
Fibrose 1
Tecido de Granulagdo 1 2

*Analise das células inflamatorias:
Até 50 células em ¥ de campo de grande aumento (x400) = 1
De 50 a 100 células em % de campo de grande aumento (x400) = 2
Mais de 100 células em ¥4 de campo de grande aumento (x400) = 3.
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Quadro 4 — Andlise dos parametros inflamatorios com seus respectivos escores nos grupos de estudo

PMN EDEMA CONGESTAO MMN TECIDO D~E FIBROSE ESCORE*
N° GRANULAGCAO
C|I‘A C‘I‘A C‘I|A C|I‘A C‘I|A C‘I‘A C‘I‘A
1 2 -1 -1 1 1 3 1 2 -1 1 3 1 1 1 1 1 1 1 -1 1 =2
2 3 2 2 1 2 2 1 -1 -1 1 2 1 1 2 1 1 1 1 2 o -2
3 2 3 2 2 1 -1 -1 -1 -2 1 1 1 1 2 1 1 3 1 -2 1 =2
4 4 3 3 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 2 1 1 1 1 2 1 1 1 -1 -2
5 1 -1 2 -1 -1 -1 -1 -1 2 1 2 1 1 2 1 1 1 1 o 2 2
6 2 3 -1 -1 -1 -1 1 -1 -1 1 1 1 1 2 1 1 2 1 -1 0 o0
7 2 1 -1 2 2 3 1 -1 2 2 2 1 1 2 1 1 1 1 -1 1 -3
8 14 2 2 1 2 2 1 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 2 ¢ -3 -2
9 4 1 -1 1 -1 2 -1 -1 -2 1 1 1 1 2 1 2 3 1 1 3 -2
10 3 2 2 41 -1 -1 1 2 -1 1 1 1 1 2 2 2 1 2 1 -1 1
11 2 1 2 1 2 -1 2 -1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 2 1 0o 1
12 | 11 10 1 1 1 1 1 2 101
13 2 -3 2 -1 2 A 1 1 2 1 1 2 2 -1
14 -1 -1 2 1 2 1 0

NOTA: C = Controle; | = Isquemia; A = Azul.
Classificacéo do processo inflamatério: agudo acentuado (-3); agudo moderado (-2); agudo discreto (-1);
cronico discreto (1); crénico moderado (2); crénico acentuado (3).
* Escore = soma dos escores dos parametros inflamatérios

Quadro 5 — Valores médios e andlise estatistica dos parametros inflamatérios para
0s grupos de estudo

CONTROLE | ISQUEMIA AZUL VALOR
DADOS (n = 14) ((r?: 13) (n=11) | DEp®
POLIMORFONUCLEAR -1,79 -1,85 -1,73 0,972
EDEMA -1,21 -1,31 -1,64 0,323
CONGESTAO -1,21 -1,23 -1,55 0,158
MONOMORFONUCLEAR 1,07 1,46 1,00 0,021*
TECIDO DE GRANULACAO 1,21 1,54 1,09 0,044%**
FIBROSE 1,21 1,62 1,27 0,272
ESCORE -0,71 -1,54 0,23 0,006***

(1) Kruskal-Wallis.

(*) C x I valor de p=0,052; C x A: valor de p=0,375; | x A: valor de p=0,024
(**)C x I: valor de p=0,087; C x A: valor de p=0,413; | x A: valor de p=0,023

(***)C x I: valor de p=0,0541; C x A: valor de p=0,034; | x A: valor de p=0,005
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Figura 2 —Fotomicrografia com colora¢éo pela hematoxilina-eosina (x40), onde se observa (canto
superior esquerdo) o epitélio (E) do intestino delgado. No canto superior direito nota-se area
ulcerada (U) com deposicao de fibrina (F), recobrindo um tecido de granulagao (G), com grande
guantidade de vasos (V) e células inflamatdrias. Abaixo da area de granulacdo ha tecido
coniuntivo (C) neoformado.



Figura 3 — Representagdo grafica dos valores médios dos parametros inflamatorios

para os grupos de estudo
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4.3.1.1 Células polimorfonucleares

Na avaliacdo das células polimorfonucleares (Quadros 6 e 7), comparando-se
os trés grupos simultaneamente, observou-se que tanto o grupo controle como o
grupo com isquemia (sem e com uso do azul de metileno) apresentaram escore
médio moderado, porém sem diferenca significativa (-1,79 x -1,85 x -1,73) (p=0,972)
(Gréfico 2).

Figura 4 - Representacao grafica do escore das células polimorfonucleares nos grupos
de estudo

Controle Isquemia Azul

FONTE: Quadro 5
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4.3.1.2 Edema

Na avaliacdo do edema (Quadros 6 e 7), comparando-se 0s trés grupos
simultaneamente, observou-se que tanto o grupo controle como o grupo com
isqguemia sem o uso do azul de metileno apresentaram escore médio de -1,21 e -1,31
(inflamacéo discreta), respectivamente, e 0 grupo de isquemia com o uso de azul de
metileno apresentou escore de -1,64 (inflamacgéo entre discreta e moderada). Mesmo
sendo observado escore mais alto no grupo de isquemia com o uso de azul de

metileno, ndo foi observada diferenca significativa (p=0,323) (Gréfico 3).

Figura 5 - Representacao gréafica do escore do edema nos grupos de estudo

3 Controle Isquemia Azul

FONTE: Quadro 5
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4.3.1.3 Congestao vascular

Na avaliacdo da congestéao vascular (Quadros 6 e 7), comparando-se 0s trés
grupos simultaneamente, observou-se que tanto o grupo controle como o grupo com
isqguemia sem o uso do azul de metileno apresentaram escore médio de -1,21 e -1,23
(inflamacéo discreta), respectivamente, e 0 grupo de isquemia com o uso de azul de
metileno apresentou escore de -1,55 (inflamacgé&o entre discreta e moderada). Mesmo
sendo observado escore mais alto no grupo de isquemia com o uso de azul de

metileno, ndo foi observada diferenca significativa (p=0,158) (Gréfico 4).

Figura 6 - Representacgéo grafica do escore da congestédo vascular nos grupos de estudo

Controle Isquemia Azul

FONTE: Quadro 5
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4.3.1.4 Células monomorfonucleares

Na avaliacdo das células polimorfonucleares (Quadros 6 e 7), comparando-se
os trés grupos simultaneamente, observou-se que tanto o grupo controle como o
grupo com isquemia com o uso do azul de metileno apresentaram escore médio de
+1,07 e +1,00 (inflamacéo discreta), respectivamente, e 0 grupo de isquemia sem 0
uso de azul de metileno apresentou escore de +1,46 (inflamacg&o entre discreta e
moderada). Foi observado escore mais alto no grupo de isquemia sem o uso de azul

de metileno, demonstrando diferenca significativa (p=0,021) (Grafico 5).

Figura 7 - Representacao grafica do escore das células monomorfonucleares nos grupos
de estudo

3 Controle Isquemia Azul

2

FONTE: Quadro 5
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4.3.1.5 Tecido de granulacéo

Na avaliacao do tecido de granulacdo (Quadros 6 e 7), comparando-se 0s trés
grupos simultaneamente, observou-se que tanto o grupo controle como o grupo com
isqguemia com o uso do azul de metileno apresentaram escore médio de +1,21 e
+1,09 (inflamacgé&o discreta), respectivamente, e 0 grupo de isquemia sem 0 uso de
azul de metileno apresentou escore de +1,54 (inflamacéo entre discreta e moderada).
Foi observado escore mais alto no grupo de isquemia sem o uso de azul de metileno,

demonstrando diferenca significativa (p=0,044) (Grafico 6).

Figura 8 - Representagdo grafica do escore do tecido de granulagdo nos grupos de
estudo

Controle Isquemia Azul

FONTE: Quadro 5
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4.3.1.6 Fibrose

Na avaliacdo da fibrose (Quadros 6 e 7), comparando-se 0s trés grupos
simultaneamente, observou-se que tanto o grupo controle como o grupo com
isqguemia com o uso do azul de metileno apresentaram escore médio de +1,21 e
+1,27 (inflamagé&o discreta), respectivamente, e o grupo de isquemia sem 0 uso de
azul de metileno apresentou escore de +1,62 (inflamacéo entre discreta e moderada).
Foi observado escore mais alto no grupo de isquemia sem o uso de azul de metileno,

porém sem diferenca significativa (p=0,272) (Grafico 7).

Figura 9 - Representacéo grafica do escore da fibrose nos grupos de estudo

4 Controle Isquemia Azul

FONTE: Quadro 4
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Os resultados detalhados do agrupamento dos escores séo apresentados

no Quadro 6, a seguir.

Quadro 6 — Avaliac@o microscopica nos grupos de estudo — Analise da inflamacéo

CONTROLE | ISQUEMIA AZUL TOTAL
DADOS CLASSE | (n=14) (n=13) (n=11) (n=38)
N[ % [ N ] % [ N ] % [ N ]| %
POLIMORFONUCLEAR
e Discreta -1 05 35,7 06 46,1 04 36,4 15 36,5
e Moderada -2 07 50,0 03 23,1 06 54,5 16 42,1
e Acentuada -3 02 14,3 04 30,8 01 9,1 07 18,4
EDEMA
e Discreta -1 11 78,6 09 69,2 06 54,5 26 68,4
e Moderada -2 03 214 04 30,8 03 27,3 10 26,3
e Acentuada -3 - - - - 02 18,2 02 5,3
CONGESTAO
e Discreta -1 11 78,6 10 76,9 05 455 26 68,4
e Moderada -2 03 21,4 03 231 06 54,5 12 31,6
MONOMORFONUCLEAR
¢ Discreta 1 13 92,9 08 61,5 11 100, 32 84,2
0
e Moderada 2 01 7.1 04 30,8 - - 05 13,2
e Acentuada 3 - - 01 7,7 - - 01 2,6
TECIDO DE
GRANULACAO
e Discreta 1 11 78,6 06 46,2 10 90,9 27 71,1
e Moderada 2 03 214 07 53,8 01 91 11 28,9
FIBROSE
e Discreta 1 11 78,6 07 53,8 08 72,7 26 68,4
e Moderada 2 03 21,4 04 30,8 03 27,3 10 26,3
e Acentuada 3 - - 02 154 - - 02 53
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4.3.2 Avaliagdo do Colageno

Na comparacdo simultanea dos trés grupos, em relacdo ao colageno do
tipo | e colageno do tipo Il (Gréficos 8 e 9 e Quadro 7) ndo foi observada diferenca

significativa (p=0,297).

Figura 10 — Representac¢édo grafica do colageno tipo | nos grupos de estudo
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Figura 11 — Representac¢éo grafica do colageno tipo Ill nos grupos de estudo
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FONTE: Quadro 1



Quadro 7 — Estatistica descritiva do colageno nos grupos de estudo

DADOS Ne° MEDIA PD,EDSF\Q/A% MINIMO | MAXIMO | MEDIANA
COLAGENO | 38 20,79 7,93 7,70 38,28 19,87
e Controle 14 18,20 7,85 7,70 37,49 17,70
e Isquemia 13 21,43 7,20 11,11 36,99 21,05
e Azul 11 23,32 8,54 14,67 38,28 23,78
COLAGENO Il 38 79,21 7,93 61,72 92,30 80,13
e Controle 14 81,80 7,85 62,51 92,30 82,30
e |squemia 13 78,57 7,20 63,01 88,89 78,95
o Azul 11 76,68 8,54 61,72 85,33 76,22

Comparacdo dos grupos controle, isquemia e azul em relacao ao colageno | :
Valor de p=0,297 (teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis)
(o resultado é o mesmo para colageno lll, pois séo valores complementares).
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Figura 12 — Fotomicrografia de area de anastomose de animal do grupo azul de metileno
(Picrus Sirius x 200), onde se observam &areas polarizadas com duas coloracdes. As areas
polarizadas em laranja/vermelho representam o colageno tipo I. As &reas polarizadas em tons
de verde/amarelo representam o colageno tipo lll. As areas escuras ou nao polarizadas
representam estruturas ndo colagenizadas, como: vasos, células inflamatérias, musculo liso e
epitélio.



5 DISCUSSAO
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Occlusion of the mesenteric vessels is apt to be regarded as one of those
condition of witch(...)the diagnosis is impossible, the prognosis hopeless and
the treatment almost useless.

Cokkinis AJ,1926, apud Boley et al.'®

A maneira pessimista expressada pelo autor na época reflete a gravidade
da isquemia intestinal, de maneira a preocupar os profissionais envolvidos até nos
dias atuais. Contudo, o progresso no entendimento da fisiopatologia, diagndstico e
tratamento possibilitou melhora no panorama geral da doenca.

Mesmo com os avan¢os da medicina moderna, a taxa de mortalidade é
elevada, variando de 60 a 100%, de acordo com a causa da isquemia e doencas
associadas **.

A primeira descricdo de uma ocluséo vascular mesentérica, segundo Allbutt
et al, em 1909 foi atribuida a Antonio Beniviene no final do século XV. Em 1815,
Hogson reportou outro caso, seguido por Thiedman em 1843 Virchow em 1847 e
1854. Litten em 1875 publicou estudo experimental classico a respeito dos efeitos
da ligadura da artéria mesentérica superior. Contudo, a ndo ser pelo valor da
descricdo da ocorréncia de gangrena intestinal, secundéaria a oclusdo dos vasos
mesentéricos, houve pouco progresso até 1895. Neste ano, Elliot descreveu o
primeiro paciente a convalescer ap0s resseccdo de intestino infartado,
provavelmente ocorrido por trombose venosa mesentérica. Criou dois estomas e
0s reanastomosou duas semanas apos. Desta forma, o diagnostico de gangrena
intestinal por laparotomia e seu tratamento por ressec¢ao e anastomose tem sido
até os dias de hoje a principal sequéncia de abordagem dos pacientes portadores
dessa enfermidade, apud Boley et al.*®.

No presente estudo, foi utilizado o rato como animal de experimentagao por

ser de baixo custo, de simples hospedagem, facil de uniformizar a amostra e ter
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ciclo de vida curto. Além disso, a distribuicho do suprimento sanglineo
mesentérico é analoga & dos humanos *°.

Varios modelos de isquemia intestinal tém sido utilizados, com taxas de
mortalidade que variam de 8% a 80%, nas oclusdes da artéria mesentérica cranial,
por periodos de um a 90 minutos 941971211221819 “ com relacdo & técnica de
oclusédo vascular utilizada neste estudo, inicialmente, realizou-se estudo piloto com
11 animais. Alguns animais foram submetidos a oclusdo na emergéncia da artéria
mesentérica cranial por sessenta minutos, com uso de microclampe vascular.
Contudo, nenhum rato sobreviveu além do 2° dia de pds-operatério. Como o
objetivo era atingir o sétimo dia de pds-operatdrio, optou-se, entdo, pela técnica de
iIsquemia segmentar pelo tempo de 45 minutos, que permitiu a sobrevivéncia da
maioria dos animais. Notou-se dificuldade com o instrumento cirlrgico usado na
oclusdo do vaso mesentérico, o qual provocava lesdo local. Optou-se pela
utilizacdo de submucosa intestinal porcina na oclusao temporaria do vaso, a qual
mostrou-se eficaz na obstrucdo temporaria do fluxo sanglineo, sem lesar o vaso.

Megison et al. 1%

estudaram o valor da circulag&o colateral apds oclusédo da
artéria mesentérica cranial e seus efeitos na severidade da lesdo por isquemia.
Questionaram a inconsisténcia de relacdo entre mortalidade e duracao da ocluséo
arterial. Operaram grupos de ratos submetidos a oclusdo da artéria mesentérica
cranial e dos vasos colaterais. Com o0 clampeamento somente da artéria
mesentérica cranial, ocorreu diminuicdo média de 83% do fluxo sangulineo
mesentérico, com variacdo individual de 44% a 97%. Na interrupcdo dos vasos
colaterais associada, houve diminuicdo média de 97,8% do fluxo sanguineo, com
variacao individual de 91 a 100%. Chegaram entdo a conclusdo que: 1: oclusédo
isolada da artéria mesentérica cranial nao reproduz isquemia e mortalidade e
portanto ndo deve ser usada para estudos de isquemia mesentérica; 2: o fluxo
mesentérico colateral € significativo, e é varidvel que torna os resutados
inconsistentes quando a ocluséo isolada da artéria mesentérica cranial é utilizada;
3: isquemia consistente e profunda é obtida quando os vasos colaterais séo
ocluidos em conjunto a artéria mesentérica cranial; 4: a técnica de oclusdo da

artéria mesentérica cranial em conjunto com 0s vasos colaterais leva a indices de
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mortalidade que sao proporcionais a duracdo da isquemia. No estudo piloto
efetuado, ndo foi possivel obter-se a sobrevivéncia dos animais expostos a
oclusdo da artéria mesentérica cranial na sua origem além de 24 horas de pés-
operatdtio. No presente estudo, como o objetivo era avaliar o processo de
cicatrizacdo no sétimo dia de pos-operatério e ndo apenas a mortalidade, realizou-
se, entdo, isquemia segmentar dos ramos da artéria mesentérica cranial, de modo
a permitir a sobrevivéncia dos animais até a data prevista da eutanasia e a
viabilizar o estudo.

122 em seu estudo sobre o efeito dos varredores de radicais

Bergren et al.
livres nas anastomoses intestinais ap0s isquemia, também utilizaram
clampeamento segmentar dos vasos mesentéricos, na extensdo de 3 a 5cm.
Concluiram que o uso da superdxido-dismutase como varredora de radicais livres,
nao promoveu alteracdo significante no processo de cicatrizacdo, mas que a
mortalidade pos operatoria foi igual ao grupo controle e menor que no grupo da
isquemia sem tratamento.

Segundo Kuzu et al. ', a isquemia e a reperfusdo influenciam
negativamente a cicatrizacdo das anastomoses intestinais. Quando compararam a
oclusdo da artéria mesentérica cranial isolada, com outro grupo com ocluséo
associada dos vasos colaterais, ndo houve diferenca significante na cicatrizacao.

Com relagé@o a presenca de liquido livre no interior da cavidade abdominal
dos ratos operados no presente estudo no momento da eutanasia, houve
diferenca estatisticamente significante. O grupo controle apresentou maior
quantidade, porém o liquido encontrado era incolor e inodoro. O objetivo da
andlise de tal parametro era verificar a presenca de infeccdo na cavidade
peritoneal, traduzida por liquido espesso, com grumos e aspecto purulento, o que
nao foi identificado.

178 avaliaram o efeito do azul de metileno na

Em nosso meio, Greca et al.
prevencdo da lesdo pulmonar apds isquemia-reperfusdo intestinal. Utilizaram
periodo de clampeamento de 60 minutos na artéria mesentérica cranial e azul de
metileno intraperitoneal a 2%, na dose de 2 ml. A eutanasia ocorreu 4 horas apos

a reperfusao intestinal. A concentracdo do azul de metileno utilizada no presente
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estudo foi de 0,5%, na quantidade de 2 ml intraperitoneal. Também por ocasiao
do estudo piloto, constatou-se que a concentracdo de azul de metileno a 2% e a
1% nao foi suportada pelos animais, 0s quais nao sobreviveram na sua maioria ao
sétimo dia de pds-operatorio.

Em virtude da complexidade do processo de cicatrizacdo, para melhor
entendimento, existe a divisdo didatica em trés fases: inflamatéria (3° e 4° dia),
proliferativa (entre 7° e 10° dia) e maturacdo (variavel, conforme a constituicdo
tecidual) 2. Optou-se, neste estudo, estudar a cicatrizagdo com eutanasia dos
animais no 7° dia de pos-operatorio.

Na analise macroscépica das aderéncias perianastomoéticas, o grupo de
ratos operados submetidos a isquemia com uso de azul de metileno apresentou
maior frequiéncia, com diferenca estatistica. A explicacdo para o achado pode ser
pela interferéncia do azul de metileno no processo inflamatério no local da
anastomose. A grande quantidade de aderéncias dificultou a disseccdo e
manutencao da integridade das alcas intestinais a serem submetidas a analise da
pressdo de ruptura das anastomoses. Muitas pecas rompiam-se no local da
anastomose, o que impedia a realizacdo do método. Outras pecas nao
suportavam pressdes minimas quando submetidas ao método. Cada peca com
estes problemas foi descartada, o que por fim n&o permitiu andlise estatistica.

A isquemia-reperfusdo promove resposta sistémica mediada principalmente
por neutréfilos, citocinas e radicais livres de oxigénio 2°. Em nosso meio, Greca et

al. 178

, ao estudarem os efeitos do azul de metileno na prevencdo das lesbes
pulmonares decorrentes da isquemia-reperfusdo, observaram menor sequestracao
de neutrdfilos na andlise histoldgica e diminuicdo do edema pulmonar. No entanto,
outro estudo de Greca et al., que ainda nao foi publicado, avaliou a influéncia do
azul de metileno na prevencéao das lesdes intestinais e renais apés isquemia e
reperfusdo intestinal. Os autores concluiram, neste ultimo estudo, que o azul de
metileno ndo exerce nenhum papel protetor nos 6rgdos avaliados. Isto motivou a
presente pesquisa, no intuito de avaliar se tais repercussdes positivas poderiam
ocorrer no local da anastomose intestinal. Na avaliacdo microscépica da

inflamacdo no presente estudo, foram utilizados o0s seguintes parametros



53

inflamatorios: células polimorfonucleares, edema, congestdo vascular, células
monomorfonucleares, tecido de granulacéo e fibrose.

Com relacdo as células polimorfonucleares, na comparacdo entre os trés
grupos de estudo simultaneamente, observou-se escore de inflamacdo médio
moderado, sem diferenca estatisticamente significativa.

Na avaliacdo do edema, observou-se que no grupo de isquemia com uso de
azul de metileno o escore foi mais alto (inflamacao entre discreta e moderada),
mas sem diferenca estatisticamente significativa.

Na verificacdo da congestdo vascular, o escore também foi mais alto no
grupo de isquemia com uso de azul de metileno (inflamacao discreta e moderada),
mas também sem diferenca significativa. E importante ressaltar que tanto a
andlise do escore da congestdo vascular como do edema € subjetiva, o que
caracteriza pouco peso na interpretacéo de tais resultados.

No que diz respeito a contagem das células monomorfonucleares, houve
escore mais alto no grupo de isquemia sem o uso do azul de metileno (inflamacéao
entre discreta e moderada), em relagdo aos outros grupos (inflamacéo discreta).
Ressalta-se que o comportamento do grupo de isquemia com uso de azul de
metileno foi semelhante ao grupo controle, o que poderia sugerir efeito benéfico do
azul de metileno como quelante da reacédo inflamatoria.

No caso da analise do tecido de granulagdo, houve diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo de isquemia sem o0 uso de azul de
metileno (inflamac&o entre discreta e moderada), quando comparado ao grupo
isquemia com uso de azul de metileno e grupo controle (inflamacédo discreta), o
gue mantém o comportamento encontrado na analise dos monomorfonucleares.

Na analise da fibrose, quando comparados os grupos, observou-se o0
mesmo comportamento dos monomorfonucleares e do tecido de granulacéo, ou
seja, escore mais alto no grupo de isquemia sem o0 uso de azul de metileno
(inflamacao entre discreta e moderada) em relagcédo aos grupos isquemia com azul
de metileno e grupo controle (inflamagé&o discreta).

Com relac&o a concentracdo de colageno, é sabido que os radicais livres de

oxigénio decorrentes da isquemia-reperfusdo levam a colagendlise '°’. Radicais
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superoxido derivados dos neutréfilos na regido da anastomose podem também

contribuir para a colagendlise 2. Tekin et al. *’

avaliaram a concentracao
média de hidroxiprolina nas anastomoses de célon de ratos submetidos a
isquemia e reperfusdo e concluiram que o uso de antitrombina Ill previne seus
efeitos deletérios. O uso da antitrombina Il leva a aumento significante da
concentracdo de colageno, quando comparado ao grupo de ratos submetidos a
isquemia, sem 0 uso da substancia.

Biondo-Simdes et al. %

avaliaram os efeitos da isquemia-reperfusao
intestinal na cicatrizacdo das anastomoses do intestino delgado. Foram
comparadas as concentracdes de colageno no 3.° e no 7.° dias de pds-operatério.
No 7.° dia de poés-operatorio, 0 grupo controle teve maior concentracdo de
colageno total e o grupo com maior tempo de isquemia apresentou o menor valor
de colageno.

Em nosso estudo, na comparacdo entre 0s trés grupos, ndo houve

diferenca significante no nivel de colageno Tipo | e Tipo lll.



6 CONCLUSOES
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Os dados obtidos, estudando-se a influéncia do azul de metileno nas

anastomoses intestinais submetidas a isquemia e a reperfusao, permitem concluir:

1) Observou-se maior frequéncia de aderéncias perianastomaéticas nos ratos

submetidos a isquemia e ao uso do azul de metileno.

2) Em relacdo aos parametros inflamatorios e a analise da concentragcéao e
na maturacdo do colageno, nao foi possivel afirmar efeito benéfico do azul

de metileno nas anastomoses intestinais submetidas a isquemia e

reperfusao.
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