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Resumo



CERQUEIRA, N. F. Efeitos da pentoxifilina e da n-acetilcisteina em lesdes causadas
por isquemia e reperfusdo de Orgdos esplancnicos em ratos. Botucatu, 2004. 171p.
Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria) - Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Jdlio de Mesquita
Filho”.

A ocluséo e a reperfusdo das artérias esplancnicas provoca alteragdes locais e
sistémicas derivadas principalmente da liberacdo de substancias citotoxicas e
da interacdo entre neutrofilos e células endoteliais. Buscando-se estudar os
efeitos da pentoxifilina e da n-acetilcisteina em lesdes provocadas em um
modelo de isquemia e reperfuséo (I/R), 60 ratos foram divididos em 6 grupos:
SAL/CONT (salina/controle): animais submetidos a cirurgia, mas ndo a I/R,
tratados com solucdo fisiolégica; SAL/ISQ (salina/isquemia): animais
submetidos a oclusdo da artéria celiaca (AC), artéria mesentérica cranial
(AMCir) e artéria mesentérica caudal (AMCa) durante 30 minutos, seguidos de
120 minutos de reperfusdo, tratados com solugdo fisiologica; PTX/CONT:
animais submetidos a cirurgia, mas ndo a I/R, tratados com pentoxifilina;
PTX/ISQ: animais submetidos a I/R, tratados com pentoxifilina; NAC/CONT:
animais submetidos a cirurgia, mas ndo a I/R, tratados com n-acetilcisteina;
NAC/ISQ: animais submetidos a I/R, tratados com n-acetilcisteina. Os
parametros avaliados foram pressao arterial média (PAM) carétida, presséo
venosa jugular, fluxo sangliineo na aorta e na AMCr, temperatura esofagica,
hematocrito, hemogasometria, histologia intestinal, dosagem de espécies
reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) em duodeno, jejuno e ileo e de
malondialdeido (MDA) plasmético e do ileo. Nos grupos submetidos a I/R, a
PAM teve queda significativa apos 120 minutos de reperfusdo; a pressao
venosa nao mostrou alteracdes no decorrer do experimento; houve queda do
fluxo sangiiineo na aorta apés os 30 minutos de isquemia, com queda mais
acentuada ao final do periodo de reperfusdo; o fluxo sangiineo na AMCr

diminuiu significativamente ap6s 120 minutos de reperfusdo, porém, em menor



grau no grupo NAC/ISQ); a frequéncia cardiaca diminuiu aos 120 minutos de
reperfusdo; houve um declinio progressivo da temperatura esofagica e
observou-se acidose metabdlica. A pentoxifilina preveniu o aumento das lesbes
histolégicas no duodeno, jejuno e ileo, enquanto a n-acetilcisteina o preveniu
somente no ileo. A I/R resultou em aumento no nivel das TBARS somente no
jejuno dos animais que receberam NAC e no ileo dos que receberam salina,
mas ndo houve diferenca significativa nos valores no MDA plasmatico e do ileo,
apos I/R. Em concluséo, nas condicbes desse experimento, a administracao de
PTX foi mais eficaz em prevenir as lesdes estruturais do que a NAC, porém,
nenhum dos dois farmacos preveniu as alteracdes hemodindmicas, em modelo

de I/R esplancnica em ratos.

Palavras-chave: Intestinos; Isquemia-reperfusdo; N-acetilcisteina; Pentoxifilina.



Abstract



CERQUEIRA, N. F. Effects of pentoxiffyline and n-acetylcisteine on ischemia and
reperfusion injury of splanchnic organs in rats. Botucatu, 2004. 171. Tese (Doutorado
em Medicina Veterinaria) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de

Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

Splanchnic artery occlusion and reperfusion result in local and remote tissue
destruction caused by toxic factors released into the circulation and by
neutrophil-endothelial cell interactions. In order to evaluate the effects of
pentoxifylline (PTX) and n-acetilcysteine (NAC) on ischemia/reperfusion model
(I/R), sixty rats were allocated into six groups: 1) SAL/CONT: Sham operation +
saline; 2) SALI/ISQ: 30 min celiac, cranial and caudal mesenteric arteries
occlusion + 120 min reperfusion + saline; 3) PTX/CONT: Sham operation + PTX
(50 mg/kg); 4) PTX/ISQ: I/R + PTX; 5) NAC/SAL: Sham operation + NAC (430
mg/kg) and 6) NAC/ISQ: I/R + NAC. In all groups above mean arterial blood
pressure (MABP), vein pressure, aorta and cranial mesenteric artery blood flow,
heart rate, esophagus temperature, hematocrit, blood gas determination,
histology, thiobarbituric acid reaction species (TBARS) and malondialdehyde
(MDA) levels were determined. In I/R groups, MABP decreased significantly
120 minutes after reperfusion (p<0,05); as no difference in vein pressure were
observed. Aorta blood flow decreased 30 minutes after ischemia, decreasing
dramatically following restoration of blood flow. Cranial mesenteric artery blood
flow decreased significantly after reperfusion, although the fall in NAC/ISQ
group was attenuated. During the assays, heart rate was reduced, temperature

decreased progressively and metabolic acidosis took place. Pentoxiffyline



prevented histopathologic signs of injury in duodenum, jejunum and ileum, as
well as n-acetilcysteine prevented ileum histopathologic signs of injury. I/R
caused TBARS increase in NAC group jejunum and saline group ileum, but no
difference was observed in plasmatic and ileal MDA. The present study allowed
concluding that PTX was more efficient in preventing histophatologic injury than
NAC, but neither PTX nor NAC prevented hemodynamic instability in rats’

splanchnic ischemia and reperfusion.

Keywords: Small Intestine, Ischemia-reperfusion, N-acetilcysteine, Pentoxifylline.
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1. Introducdo e revisdo da literatura



A sindrome de isquemia e reperfusdo (I/R) desempenha um papel
importante na fisiopatologia de varias condicdes clinico-cirdrgicas e pode estar
associada a volvulos, intussuscepc¢oes intestinais, oclusdo arterial mesentérica
aguda e choque hemodinamico (STEFANUTTI et al., 2004). As lesbes por I/R
mesentérica também podem ocorrer em transplantes de intestino delgado
(MASSBERG & MESSMER, 1998) e na enterocolite necrotizante em neonatos
(PUGLISI et al., 1996).

Em medicina veterinaria, a taxa de 6bito em equinos portadores de
enfermidades intestinais estrangulativas é elevada (DUCHARME et al., 1983).
O primeiro estudo sobre I/R no intestino de equinos foi realizado em 1980
(MOORE et al.) e, desde entdo, numerosas pesquisas tém sido realizadas a fim
de testar potenciais agentes terapéuticos (MATOS, 2000).

A isquemia intestinal pode ser decorrente de oclusdo vascular por
trombos ou émbolos, ou de processos ndo-oclusivos, em condi¢cdes de baixo
fluxo mesentérico, por exemplo, em casos de insuficiéncia cardiaca, sepse,
administracdo de agentes alfa-adrenérgicos ou de digitalicos (STONEY &
CUNNINGHAM, 1993, McKINSEY & GEWERTZ, 1997). A insuflagdo
intraperitoneal de CO, em procedimentos laparoscépicos promoveu prejuizo na
oxigenacdo do colon, como observaram Emir et al. (2001), em um estudo
experimental em coelhos.

A isquemia do intestino € determinada por uma obstru¢cdo aguda ou
cronica de artérias digestivas como o tronco celiaco (ou artéria celiaca), a

artéria mesentérica superior (ou cranial) e a artéria mesentérica inferior (ou



caudal) (SIMI, 2002). Entretanto, as fontes de fluxo colateral entre os vasos
mesentéricos entre si ou com a circulacdo sistémica sado numerosas
(ROSENBLUM et al., 1997) e podem compensar o fluxo sangiiineo para os
tecidos.

A isquemia desencadeia alteracfes nos tecidos pelo bloqueio da oferta
de oxigénio, impedindo o metabolismo energético aerdbio. Esse fato determina
a deplecédo dos niveis intracelulares de adenosina trifosfato (ATP) e disturbio
da homeostase celular (GRACE, 1994).

Durante o processo isquémico, além da inadequada oferta de oxigénio,
com consequente comprometimento da fosforilacdo oxidativa na mitocondria,
ha um acumulo de metabdlitos que, diretamente ou via mediadores, podem
causar leséo celular (GRANGER et al., 1986). Com a evolucdo da isquemia, a
acdo continuada desses elementos resulta na progressdo das alteracdes
celulares, culminando em necrose. Quando, no entanto, 0 processo que
desencadeia a isquemia € corrigido antes da ocorréncia de alteracdes
irreversiveis, o retorno do oxigénio pode permitir o restabelecimento do
metabolismo energético, a remocgao dos produtos toxicos e a volta progressiva
da célula as suas func¢des normais (GRACE, 1994; COTRAN et al., 1996)

Embora menos freqientemente encontrada, a oclusdo de veias
mesentéricas € tdo importante quanto a oclusdo arterial. A oclusdo da veia
mesentérica cranial provocou reducdo do metabolismo energético menos
severa que a oclusdo da artéria mesentérica cranial (AMCr), entretanto, a

hemorragia e a lesao tecidual causadas pela oclusdo venosa promoveram uma



perda tecidual irreversivel no intestino de ratos (KIMURA et al., 2003).

Apos a reperfusdo, quando o oxigénio é reintroduzido no tecido, a lesédo
tecidual pode ser ainda mais exacerbada (paradoxo do oxigénio) (McCORD,
1985). Parks & Granger (1986) relataram que as lesfes teciduais produzidas
durante a reperfusdo foram maiores que aquelas produzidas durante a
isquemia, em I/R mesentérica em felinos. A I/R pode provocar complexas
interacbes entre o endotélio e diferentes tipos celulares, levando a lesdo
microvascular e necrose celular e/ou apoptose (MASSBERG & MESSMER,
1998).

A oclusdo e a reperfusdo de artérias esplancnicas ocasionam um
choque circulatorio, causado principalmente pelo aumento da permeabilidade
vascular, ativacdo e adesdo de neutréfilos polimorfonucleares, liberacdo de
substancias pro-inflamatérias e formacdo de espécies reativas do oxigénio
(ERO) e espécies reativas do nitrogénio (MACARENGO et al.,, 2001;
CUZZOCREA et al.,, 2002). A lesdo provocada pela I/R esplancnica é
caracterizada por um intenso infiltrado inflamat6rio, encontrado
predominantemente na mucosa e submucosa, causando destruicdo endotelial
(CUZZOCREA et al., 2002).

A isquemia e a reperfusdo do intestino delgado provocam quebra da
barreira mucosa, translocacao bacteriana e ativacao de respostas inflamatorias
(JOAO et al., 2004), além de distirbios hidro-eletroliticos e do equilibrio acido-
basico que se manifestam em 6rgéos a distancia (TURNAGE et al., 1994).

A translocacdo bacteriana € a passagem de bactérias viaveis pela



mucosa intestinal para nodos linfaticos mesentéricos e outros 6rgaos e tecidos.
O processo de translocacdo envolve a ligacdo inicial da bactéria a parede
intestinal, que por si s6 pode iniciar a producéo de citocinas e a subsequente
resposta inflamatoria. Uma vez que as bactérias penetram pela mucosa, elas
podem ser transportadas para 6rgdos distantes pela circulacdo sistémica. A
hipoxia, seguida pelas mudancas na funcédo da parede intestinal, promove um
ciclo de aumento de permeabilidade levando a liberagdo de mediadores
toxicos, resultando em um aumento de permeabilidade mais acentuado,
facilitando, assim, a translocacdo bacteriana (JOAO et al., 2004). Um estudo
utilizando bactérias marcadas mostrou que a translocacéo foi mais evidente 24
horas apos reperfusdo mesentérica em ratos do que 30 minutos apos,
indicando que o tempo é um fator importante para a translocacdo (JOAO et al.,
2004).

Com o retorno da perfusdo sangiinea, aumenta o influxo de calcio para
0 meio intracelular, produzindo aumento expressivo na atividade da fosfolipase
A,. O acido araquidonico liberado pela fosfolipase A, é metabolizado durante a
reperfusdo pela enzima cicloxigenase (COX), gerando prostaglandinas (PG),
tromboxanos (TX) e prostaciclinas (PGl,), e pela enzima lipoxigenase (LOX),
dando origem aos leucotrienos (LT) (CUZZOCREA et al., 2003). Essas
substancias podem provocar vasoconstricdo (TXA, LTC4, LTDs e LTEy),
vasodilatacao (PGl,, PGE;, PGE,, PGD,), aumento da permeabilidade vascular
(LTC4, LTD4, LTEs), estimulo da agregacdo plaquetaria e quimiotaxia para

polimorfonucleares (PMNs) (LTB4, HETE) (COTRAN et al., 1996). Entretanto,



Aydemir-Koksoy et al. (1999) observaram diminuicdo da velocidade e
intensidade da agregacéao plaquetéaria apos a reperfuséo de intestino isquémico
de coelhos.

Outro importante fator que induz lesdo intestinal apds a reperfusédo € a
geracdo de radicais livres do oxigénio, derivados da cadeia transportadora de
elétrons da mitocondria, do metabolismo da xantina-oxidase (XO), das células
endoteliais, das prostaglandinas e dos neutrdfilos ativados (GRACE, 1994).

Sob condi¢cdes normais, o oxigénio molecular (O,) é submetido pelo
sistema citocromo, na mitocdndria, a uma reducdo tetravalente, originando
agua (H20). Entretanto, 1 a 2% do O, “escapa” desta via e sofre uma reducéo
univalente, originando espécies reativas do oxigénio (ERO). Em condi¢des
normais, essas espécies reativas sao neutralizadas por enzimas antioxidantes
enddgenas, mas durante a reperfusdo ocorre excessiva concentracao de ERO,
desencadeando um processo chamado de estresse oxidativo, com
subsequentes efeitos deletérios (YOSHIDA et al. 1996).

As ERO originam-se quando ha reintroducdo de oxigénio molecular no
tecido isquémico durante reperfusdo. ERO podem ser radicais livres (RL), que
sao espécies quimicas que tém um unico elétron ndo pareado em um orbital
externo. Em tal estado, o radical € extremamente reativo e instavel, participa de
reacdes com substancias quimicas inorganicas ou organicas, proteinas,
lipidios, carboidratos e, particularmente, membranas celulares e acidos
nucléicos (COTRAN et al., 1996).

Durante o periodo isquémico, o ATP € catabolizado para produzir



hipoxantina. Sob condicfes fisiologicas, a hipoxantina € oxidada a xantina por
meio da xantina desidrogenase (XDH). Durante a isquemia, ocorre acumulo de
calcio intracelular (Ca™) e a conversdo da XDH em xantina oxidase (XO),
sendo o0 grau dessa conversdao proporcional ao tempo de isquemia. Essa
reacao é mais rapida no tecido intestinal do que em outros tecidos, tornando a
medida de XO um indicador seguro para isquemia intestinal (GRANGER et al.,
1986, EMIR et al., 2001).

Durante a reperfusdo, oxigénio molecular é reintroduzido no tecido e
reage com hipoxantina e XO para produzir o anion superéxido (O°), que é
transformado em peroxido de hidrogénio (H.O,) pela acdo da enzima
superoxido dismutase (SOD) e o perdxido de hidrogénio em agua pela catalase
ou glutationa peroxidase (YOSHIDA, 1996). Na presenca de ferro, o superdxido
e o peroxido de hidrogénio reagem via reacdo de Haber-Weiss e Fenton para
formar radicais hidroxila (OH®), que sado altamente reativos e citotoxicos. A
hidroxila inicia a peroxidacao lipidica de componentes da membrana celular e a
subsequente liberacdo de substancias que atraem, ativam e promovem a
aderéncia de granuldcitos ao endotélio microvascular. Os granuldcitos aderidos
causam, entdo, mais lesdo a célula endotelial via liberacdo de superéxido e
varias proteases (GRANGER, 1988; OTAMIRI, 1989). Os ions superoxido
reagem com Oxido nitrico (NO) para produzir peroxinitrito, que entdo causa
acentuada peroxidacao lipidica, modificacdes protéicas e no DNA, resultando
em dano celular (ALDEMIR et al., 2003a; MONTALTO et al., 2003).

Todos os componentes celulares sdo susceptiveis a acdo das ERO,



porém, a membrana € um dos mais atingidos em decorréncia da
lipoperoxidacao, ou peroxidacdao lipidica, que acarreta alteracdes na estrutura e
na permeabilidade das membranas celulares. As interacfes lipidio-radical
liberam peroxidos de lipidios, que sdo em si espécies reativas, iniciando a
subsequente reducdo de outro acido graxo. Consequientemente ha perda da
seletividade na troca ibnica e liberacdo do conteudo de organelas, como as
enzimas hidroliticas dos lisossomas e a formacdo de produtos citotdxicos,
culminando com a morte celular (COTRAN et al.,, 1996; FERREIRA et al.,
1997). A lesdo lisossomal e a consequente saida de enzimas lisossomais
podem potencializar o dano celular causado pelo radical livre (BULKLEY,
1983).

Os dienos conjugados sdo os produtos iniciais da degradacdo dos
acidos graxos polinsaturados e o malondialdeido (MDA) é um dos produtos
finais da lipoperoxidacdo. O MDA pode ser dosado em tecidos e no sangue
através da propriedade que tem de se combinar a quente com o &acido
tiobarbiturico, gerando um croméforo detectavel por espectrofotometria. A sua
concentracdo € diretamente proporcional ao dano celular causado pelos
radicais livres (OHKAWA et al., 1979; GUTTERIDGE & HALLIWELL, 1990).

Além de desencadear a lipoperoxidacdo, as ERO tém capacidade de
atrair e ativar os neutréfilos. O recrutamento das células inflamatorias é
regulado por quimioatratores (C5a, IL-8, LTB,4, PAF) gerados durante a I/R, e
também pela inducao de varias moléculas de adesao (CAMs) na superficie das

células inflamatérias e células endoteliais venosas. As moléculas de adesao



que regulam a interacdo leucodcito-endotélio sdo as selectinas, integrinas 2
(CD11/CD18) e as imunoglobulinas (ICAM-1, VCAM-1, PECAM-1)
(SCHOENBERG & BEGER, 1993; LEFER & LEFER, 1996; XIA et al., 2003).

A seqgliéncia da emigracdo dos leucocitos inclui a marginacdo para a
parede do vaso, rolamento ao longo do endotélio e, finalmente, uma firme
adesdo antes da transmigracao através do endotélio (COTRAN et al., 1996;
XIA et al., 2003). Os neutréfilos ativados, isto €, aqueles que expressam
moléculas de adesado, apdés adesdo e migracdo através do endotélio causam
destruicdo local pela liberacdo de mais radicais livres, enzimas proteoliticas
(colagenase, elastase, catepsina G) e peroxidase. O sequestro de neutrdéfilos
ativados em pulmdes e outros O6rgdos € um passo importante para o0
desenvolvimento da faléncia multipla de 6rgdos (GRACE, 1994).

Em intestino de ratos normais, a ICAM-1 e a VCAM-1 sao
constitutivamente expressas no endotélio venoso. Em resposta a I/R, elas sdo
superexpressadas nas células do endotélio vascular, tecido conectivo, lamina
prépria e células inflamatérias. Essa superexpressdo de ICAM-1 e VCAM-1
acentua a adesado de leucocitos e promove a sua emigragcdo para o intestino
lesado durante a I/R (XIA et al., 2003). A oclusdo da microcirculacdo atribuida
principalmente a adesdo em massa dos neutrofilos aos capilares € chamada de
fendmeno de néo-reperfuséo (no-reflow phenonenon) (YOSHIDA, 1996).

Dentre os RL produzidos durante a I/R esta o 6xido nitrico (NO), que é
normalmente sintetizado pela L-arginina por NO sintases que podem ter

isoformas constitutivas (cNOS) e induzidas (INOS) (KIECHELE & MALINSKI,



1993; FARREL & BLAKE, 1996; CERQUEIRA & YOSHIDA, 2002). A producéo
acentuada de NO a partir da NO sintase induzida (iNOS) contribui para a
fisiopatologia da I/R no intestino (CUZZOCREA et al., 2002; MONTALTO et al.,
2003). Entretanto, o NO produzido a partir das Oxido nitrico sintases
constitutivas (cNOS) pode ser uma molécula protetora importante no inicio da
I/R do intestino delgado (CUZZOCREA et al., 1998).

O NO apresenta efeitos vasodilatadores benéficos no sistema
microvascular, pelo relaxamento das células da musculatura lisa vascular, mas,
paradoxalmente, pode estar envolvido na producdo de radicais citotoxicos e
hipotensdo (FARREL & BLAKE, 1996; CHAN et al., 1999). Segundo Sekhon et
al. (2003) o NO é benéfico como modulador ou mensageiro, mas em condi¢des
como estresse oxidativo é potencialmente toxico. Naito et al. (2004)
observaram que a inflamacdo induzida por reperfusdo mesentérica em ratos
resulta de estresse oxidativo e nitrosativo, caracterizado pela elevada producéao
de NO, pela expressdo aumentada de iNOS, e por um acumulo acentuado de
peroxidos lipidicos.

A isquemia tecidual e reperfusdo ativam familias de proteinas-quinases
que convergem para fatores de transcricdo especificos [ativador de proteina-1
(AP-1) e fator nuclear-«B (NF-xB)], que regulam a expressdo de genes proé-
inflamatdrios. Os produtos resultantes incluem enzimas (iNOS, fosfolipase A,
cicloxigenase), citocinas (TNF-a, IL-1, IL-6) e moléculas de adesédo (ICAM-1)
(ATTUWAYBI et al., 2004). O NF-«xB é mantido em sua forma latente no

citoplasma e, em certas condi¢des, transloca-se para o nucleo, onde regula a



transcricdo dos mediadores (MONTALTO et al., 2003).

Segundo Zou et al. (2003), o NF-xB parece exercer uma importante
funcdo na geracao e resolucdo das lesdes de I/R intestinal. O NF-xB é ativado
pelo intestino por estimulos pré-inflamatérios, incluindo sepse, citocinas e
estresse oxidativo. A ativacdo do NF-kB leva a expressdo coordenada de
muitos genes que codificam proteinas envolvidas na sintese de mediadores e
na amplificacdo e manutencdo da resposta inflamatéria. Assim, o NF-kB
funciona como um marcador para o tratamento antiinflamatério (ZOU et al.,
2003).

A ativacdo do sistema complemento também pode levar a translocacao
do NF-xB e a um aumento na transcricdo de INOS. O sistema complemento
exerce funcgéo significante na patogénese das lesdes provenientes da I/R e sua
ativacdo também pode contribuir com o aumento na producdo do &anion
superoxido nao soO pelo recrutamento e ativacdo de neutréfilos, mas também
pela diminuicdo dos niveis de SOD ap0ds reperfusdo (MONTALTO et al., 2003)

A deplecdo do complemento ou sua inibicdo pode atenuar muitos dos
mediadores da lesdo da I/R. O componente 5 do complemento (C5) medeia as
lesGes intestinais via regulacédo da ICAM-1, TNF-a e IL-1a. (MONTALTO et al.,
2003). Embora seja claro que o bloqueio do complemento possa proteger os
tecidos das lesdes da reperfusdo, os mecanismos moleculares especificos de
inducdo da lesdo em nivel celular permanecem sob investigacdo. O sistema
complemento potencializou a producdo de ERO em um modelo de I/R no

miocardio, por recrutar e estimular os neutrdfilos a produzir mais ERO (PARK &



LUCCHESI, 1999). Em I/R gastrointestinal, o0 complemento induziu a expressao
de iINOS do epitélio intestinal de ratos (MONTALTO et al., 2003). A ativacéo
dos neutrofilos também é complemento-dependente durante I/R intestinal
(ZHANG et al., 2004). Entretanto, Fleming et al. (2003) mostraram que o Cha
provocou lesdes limitadas, apds I/R mesentérica em camundongos,
independente dos PMNSs.

Adicionalmente, os mastocitos podem participar da exacerbacdo da
lesdo apés ativacdo do complemento. Os mastécitos e as reacdes induzidas
por eles parecem contribuir para o aumento da permeabilidade da mucosa
durante a reperfusdo, mas sua funcdo na lesdo patoldgica permanece obscura
(ZHANG et al., 2004).

Evidéncias crescentes sugerem que além dos PMNs e células
endoteliais, outras células exercem funcao importante na patogénese da leséo
de reperfusdo poOs-isquémica. As plaquetas s&o recrutadas para a
microvasculatura poés-isquémica logo apos o inicio da reperfusdo e, embora
sejam anucleadas, geram RL, liberam mediadores proé-inflamatérios como
TXA,, leucotrienos, serotonina, fator plaquetario-4 e PDGF e modulam a funcéo
leucocitaria. O acumulo de plaquetas na microvasculatura pos-isquémica pode
contribuir  significativamente para a manifestacdo das lesdes de IR
(MASSBERG & MESSMER, 1998; MASSBERG et al., 1998).

As plaquetas, similarmente aos leucdcitos, rolam e se aderem
firmemente no endotélio vascular durante reperfusdo poés-isquémica. As

interacOes celulares entre as células endoteliais e as plaguetas induzidas por



I/R sdo mediadas via P-selectina endotelial, enquanto a P-selectina plaquetaria
promove as interacdes entre as plaquetas e os leucocitos (MASSBERG et al.,
1998). As interacbes entre esses dois tipos celulares podem provocar uma
ativacdo reciproca, resultando em aumento na expressao das moléculas de
adesdo, na geracdo de superoxido e na atividade fagocitica dos leucocitos
(COOPER et al., 2003).

Outro fator que também esté envolvido com as lesdes de I/R intestinal é
a serotonina (5-HT). A serotonina € uma amina bioativa que atua em varios
fendbmenos fisioldgicos como neurotransmissédo, movimento intestinal, ativacao
de plaguetas e vasoconstricdo (TERAMOTO et al., 1998). Um estudo realizado
por Teramoto et al. (1998) mostrou aumento nos niveis plasmaticos de 5-HT
apos I/R mesentérica em ratos, provavelmente devido a um aumento da
liberacdo de 5-HT pelo intestino lesado. Segundo os autores, a 5-HT
juntamente com outras substéncias bioativas podem exercer uma funcao
importante na patogénese da I/R intestinal.

Recentemente foi demonstrado que as proteases pancreaticas estao
envolvidas na producdo de mediadores inflamatoérios apés I/R do intestino, tais
como a tripsina e a metaloproteinase-9 (MMP-9). A MMP-9 é uma
endoprotease que tem zinco em seu nucleo ativo, e esta envolvida em
respostas imunes e inflamatorias, incluindo I/R do miocardio, figado e pancreas
(ROSARIO et al., 2004). Ap6s a oclusdo da AMCr de ratos, seguida por
reperfusdo, Roséario et al. (2004) observaram que a tripsina intra-luminal

aumentou a resposta inflamatoria, com aumento da infiltracdo de neutréfilos na



parede intestinal. A tripsina pancreatica promoveu uma rapida ativacao
proteolitica da MMP-9, atuando como um mecanismo potencial para a leséo.

Crescentes evidéncias tém sugerido que o fator agregador de plaquetas
(PAF) exerce importante funcdo na iniciacdo e amplificacdo das lesbes de I/R
(WU et al., 2003). O PAF é um mediador lipidico para resposta inflamatoria e
promove apoptose na mucosa, induzida por I/R em intestino delgado. A I/R
inibe a atividade do PAF-acetil-hidrolase (PAF-AH), resultando em aumento da
atividade do PAF. O PAF ativado acentua a expressdo de PECAM-1 e a
secrecdo de IL-6 e inibe a sintese de IL-10, que exerce funcdes
antiinflamatérias durante a reperfusédo intestinal (ZINGARELLI et al., 2001; WU
et al., 2003). Ocorre liberacdo de citocromo da mitocéndria para o citosol para
ativar a caspase-9 que, entdo, aumenta a apoptose na mucosa (WU et al.,
2003).

No passado, a necrose era considerada o principal efeito do insulto
isquémico sobre as células epiteliais. Estudos mais recentes indicam que a
apoptose é um significativo e, talvez, o principal contribuinte para a morte
celular apos lesdo de I/R (KUENZLER et al., 2002). Ao contrario da necrose
celular, a apoptose € um processo ativo de autodestruicdo celular dirigido
geneticamente e € caracterizado por mudancas morfolégicas como
encolhimento celular, com a manutencdo das organelas intactas, condensacéo
da cromatina e eventual fragmentacdo do nucleo e citoplasma formando

“corpos apoptoticos” (NODA et al., 1998).



Embora a base molecular da apoptose seja complexa, seu caminho
regulador converge para um mecanismo efetor de morte celular comum,
orquestrado pelas endoproteases cisteinas chamadas caspases, as principais
executoras da “morte programada” (JACOB et al., 2003).

Vérios estudos tém avaliado a apoptose em I/R intestinal (IKEDA et al.,
1998; COOPERSMITH et al., 1999). Noda et al. (1998) relataram apoptose em
jejuno e ileo, apds oclusdo da AMCr e reperfusdo, em ratos. A apoptose nao
ocorreu no duodeno, onde o fluxo sangliineo ndo diminuira apos a oclusédo da
AMCr. A porcentagem de DNA fragmentado aumentou durante a isquemia e foi
maxima uma hora apos a reperfusdo. Segundo Wu et al. (2002) a INOS esta
relacionada com a apoptose aumentada na mucosa de intestino delgado de
ratos apos I/R.

Esforcos para reduzir a apoptose em tecidos lesados podem preservar a
integridade funcional e morfolégica de 6rgdos submetidos a I/R (HUNG ET AL.,
2004). Jacob et al. (2003) relataram que a glicina preveniu a inducdo da

apoptose em modelo de I/R mesentérica em ratos.

1.1 Repercussao sistémica

A faléncia multipla de orgdos é uma complicacdo frequente apos I/R
intestinal e envolve orgdos como figado (HORIE et al., 2003), coracdo
(HORTON & WHITE, 1993), rins (LANOUE et al., 1996; ROTHENBACH et al.,

1997) e pulmbes (TURNAGE et al., 1998; VINARD et al., 2003).



As espécies reativas iniciam uma sequéncia de eventos incluindo a
ativacdo de neutréfilos e a liberacdo de substancias nocivas como PAF e
histamina. Os neutrofilos ativados infiltram-se pelo epitélio intestinal e pelas
células endoteliais, causando lesdo na mucosa e submucosa, com
consequlente aumento na permeabilidade vascular. Esse aumento na
permeabilidade resulta em translocacdo de produtos bacterianos entéricos.
Além disso, a liberacdo de neutrdfilos, produtos bacterianos e PAF levam aos
efeitos fisiopatoldgicos distantes, incluindo a hipotenséo sistémica (KHANNA et
al., 2001).

Segundo Iglesias et al. (1998), o edema pulmonar agudo decorrente da
I/R mesentérica é devido ao aumento da permeabilidade microvascular
pulmonar a fluidos e proteinas, bem como ao aumento da pressao hidrostatica
microvascular. Horton & White (1993) demonstraram que um dos mecanismos
que promovem disfun¢éo cardiaca apos I/R intestinal em ratos € a producéo de
ERO e a peroxidacéao lipidica das membranas das células cardiacas. A lesdo
hepatica induzida por I/R mesentérica foi atenuada com a administracdo de
baixas concentracbes de etanol, que pode ter atuado inibindo a apoptose dos

hepatocitos (HORIE et al., 2003).

1.2 Terapéutica
Varios mecanismos endogenos existem para inibir as lesdes de I/R e
muitos farmacos tém mostrado efeitos protetores. Esses agentes agem por

varios caminhos incluindo eliminacéo das ERO, inibicdo da producédo de ERO,



inibicdo neutrofilica, bloqueio da fosfolipase A, da cicloxigenase e da
lipoxigenase, inibicdo do fator de agregacdo plaquetéaria, blogueadores da
producdo de agentes quimiotaxicos ou anticorpos monoclonais contra
moléculas de adesdo. Entretanto nenhum tratamento isolado foi efetivo em
limitar o dano oxidativo (GRACE, 1994; YOSHIDA, 1996).

A administracdo de alopurinol, um inibidor da xantina-oxidase (ClZ et al.,
2001) e o uso de fator de crescimento epidermal (EGF) (BERLANGA et al.,
2002) proporcionaram efeitos protetores apds I/R em intestino delgado de
ratos. ILHAN et al. (2003) mostraram que a administracdo de alopurinol e de
anticorpos monoclonais contra a molécula de adesdo ICAM-1 antes da
reperfusdo mesentérica atenuaram as lesdes decorrentes da I/R em ratos.

Muitos outros agentes tém sido testados experimentalmente e tém
prevenido ou diminuido as lesdes de I/R mesentérica em experimentacdo. Os
estudos mais recentes utilizaram lansoprazole (ICHIKAWA et al.,, 2004),
propofol (SANTOS et al., 2003), antiinflamatérios (POUSSIOS et al., 2003),
malsidomida, um doador de NO (OZTURK et al., 2003), nitroglicerina
intraluminal (KHANNA et al., 2003), glicina (JACOB et al., 2003; KALLACURI et
al., 2003), anisodamina e dobutamina (HU & SHENG, 2002), inosina
(DOWDALL et al., 2002), pioglitazone (NAITO et al., 2002), bilirrubina (CERAN
et al., 2001), Ginkgo biloba (MACARENGO et al.,, 2001) n-acetilcisteina
(CUZZOCREA et al., 2000a, MONTERO et al., 2003; BYRKA-OWCZAREK et
al., 2004), pentoxifiina (SENER et al.,, 2001), tempol (CUZZOCREA et al.,

2000b), amido hidroxietilico (SIMONIAN et al., 1997, RIBEIRO, 2004), entre



outros.

Outras estratégias tém sido propostas para proteger os tecidos das
lesbes de I/R, como a hipotermia e o pré-condicionamento isquémico ou
farmacoldgico. O pré-condicionamento isquémico € definido como um breve
periodo de isquemia seguido por reperfusao (isolada ou em ciclos) que precede
um periodo prolongado de isquemia (ABRAHAO et al., 2004). O pré-
condicionamento isquémico atenuou as les6es morfologicas do intestino de
ratos apos I/R (SILERI et al., 2004). Abrahdo et al. (2004) ndo encontraram
diferencas histoldégicas quando compararam fragmentos intestinais de ratos
submetidos a I/R com animais submetidos ao pré-condicionamento isquémico,
entretanto, a dosagem bioquimica mostrou que o0 pré-condicionamento
protegeu o intestino de lesdes da I/R.

Os mecanismos de protecdo da hipotermia sdo multi-fatoriais e ainda
nao foram claramente definidos. Varios mecanismos tém sido propostos,
incluindo reducdo do consumo de O,, deplecdo de ATP, ativacdo de
neutroéfilos, peroxidacdo lipidica e producdo de citocinas pro-inflamatorias
(HASSOUN et al., 2003). Hassoun et al. (2003) observaram que hipotermia
intestinal regional aplicada durante isquemia mesentérica reduziu as respostas
pro-inflamatoérias induzidas pela I/R, mas ndo mostrou efeito significante nas
alteracOes da barreira microvascular durante a reperfusdo em caes. Attuwayb
et al. (2003) demonstraram que hipotermia protegeu o intestino de ratos das
lesbes de I/R e, segundo os autores, essa protecdo estaria associada a

diminuicdo da atividade da NF-«B e inducédo de iINOS, além da expressao de



heme-oxigenase-1 (HO-1).

Segundo Stefanutti et al. (2004), a hipotermia moderada tem efeitos
benéficos no coracdo, figado, intestino e pulmdo apds I/R mesentérica. A
hipotermia moderada, caracterizada por temperatura retal entre 30 e 33°C,
atenuou a infiltracdo de neutréfilos em pulméo de ratos apos I/R mesentérica
(VINARD et al., 2003).

Aldemir et al. (2003b), em estudo experimental em ratos, observaram
gue o congelamento in vivo da AMCr e o pré-tratamento com manitol antes da
reperfusdo foram benéficos na prevencéao de lesdes de I/R intestinal.

A hidrocortisona foi capaz de atenuar lesbes de reperfusdo apds
isquemia venosa em jejuno de equinos (ALVES et al, 2003). O 21-
aminosterdide, um agente com propriedades similares as dos corticosteroéides,
porém sem os seus efeitos indesejaveis, ndo foi capaz de proteger o jejuno de
equinos apods ocluséo vascular parcial seguida de reperfusao (VATISTAS et al.,

1996).

1.2.1 Pentoxifilina

A pentoxifilina (PTX) € comumente utilizada em pacientes com doencas
vasculares periféricas, doencas cerebrovasculares e outras condicOes
envolvendo defeitos na microcirculacdo regional (CHOPRA et al., 1988; SAVAS
et al., 1997).

A pentoxifilina € um farmaco derivado da metil-xantina que apresenta

propriedades hemorreoldgicas, proporcionando melhora no fluxo sanguineo



através da diminuicdo de sua viscosidade, melhorando a deformabilidade das
células sangilineas e a oxigenacado tecidual, além de inibir a agregacéo
plaguetaria. Consequentemente, melhora a microcirculacdo em areas com
comprometimento do fluxo sangiineo (SOWEMIMO-COKER & TURNER,
1985; SCHMALZER & CHIEN, 1984; SCHROER, 1985).

A PTX inibe os efeitos mediados por polimorfonucleares, com reducao
na ativacao celular, fagocitose e adeséo endotelial, reducdo na quimiotaxia, na
producdo de superoxido, de fator de necrose tumoral (TNF) e nas respostas a
mediadores inflamatérios, prevenindo o0 aumento na permeabilidade
microvascular e a formacdo de edema (BESSLER, 1986; SULLIVAN e col.,
1988; COE et al., 1997; MULLER et al., 1997; SAVAS et al., 1997; TURKOZ et
al., 1997; CLARK et al., 2003). Adicionalmente, a pentoxifilina inibe a xantina-
oxidase, diminui a producdo do PAF, inibe a sintese da fosfolipase A; e
acentua a liberacdo de PGI,, assim revertendo a vasoconstricdo isquémica
(STEEB et al., 1992; HAMMERMAN et al., 1999; TIRELI et al., 2003).

A PTX tem sido bastante estudada em modelos de isquemia e
reperfusdo. A PTX mostrou efeitos protetores em I/R hepatica (MULLER et al.,
1997; VARDARELI et al., 1998; IWAMOTO et al., 2002), mesentérica (MYERS
et al.,, 1994; CARTER et al., 1995; ROTHENBACH et al., 1997; SAVAS et al.,
1997; SENER et al., 2001; TIRELI et al., 2003) e de membros (ADAMS et al.,
1995; SILVER et al., 1996; COE et al., 1997; KISHI et al., 1998). Em outras
avaliacdes, a PTX nao foi efetiva em atenuar lesdes pos I/R hepatica (YOUN,

1993; PORTAKAL & INAL-ERDEN, 1999) nem em medula (TURKOZ et al.,



1997).

Em I/R intestinal, a pentoxifilina reduziu as lesées de membrana capilar
alveolar e o subsequente extravasamento protéico e melhorou o débito
cardiaco quando administrada 30 minutos apos oclusdo da AMCr de ratos
(CARTER et al., 1995). Tirelli et al. (2003) realizaram resseccao e anastomose
do ileo de ratos apds 30 minutos de isquemia e 10 minutos de reperfusdo da
AMCr e observaram melhora na cicatrizacdo e aumento na sintese de colageno
no sitio de anastomose.

Mustafa et al. (1995) avaliaram a PTX apo6s oclusdo da AMCr com
interrupcao do fluxo colateral por 30 minutos, seguido de reperfusdo por uma
hora, em ratos. Nesse modelo, a PTX mostrou-se eficiente em atenuar as
lesGes da mucosa decorrentes da I/R. Hammerman et al. (1999) observaram
que a administracdo de PTX promoveu diminuicdo da peroxidacéo lipidica e
melhora dos sinais histopatdgicos de leséo no ileo, apés I/R da AMCr e da
AMCa de ratos.

Myers et al. (1994) verificaram que a oclusdo da AMCr de ratos por 20
minutos seguida por 30 minutos de reperfusdo evitaram a liberacdo de PGl,
endogena esplancnica. A administracdo de 50 mg/kg de PTX, 10 minutos antes
da isquemia, promoveu um efeito protetor contra as lesdes de I/R por manter a

liberacdo de PGI, esplancnico, um vasodilatador endégeno potente.

1.2.2 N-acetilcisteina

A n-acetilcisteina (NAC) € um derivado n-acetilado da L-cisteina e € um



precursor da glutationa usado clinicamente como um agente mucolitico. Trata-
se de uma molécula pequena que tem propriedades antioxidantes e tem livre
acesso a compartimentos intracelulares. A NAC é um antioxidante direto pela
reacdo como peréxido de hidrogénio, consequentemente diminuindo a
producdo do altamente reativo radical hidroxil, além de aumentar as reservas
citoplasmaticas de glutationa reduzida (GSH), que tem funcdo nas defesas
celulares e extra-celulares contra ERO. Adicionalmente, a NAC pode agir como
um vasodilatador, melhorar a microcirculacdo e ter efeito anti-agregante
(PELAIA et al.,, 1995; FERRER et al.,, 1999; JAMESON, 2000; SOCHMAN,
2002; CAKIR et al.,, 2003; FISCHER et al.,, 2003; KOKSAL et al., 2003;
PORTELLA, 2004).

Em isquemia e reperfusdo, a NAC tem mostrado efeitos protetores em
coracdo (BRUNET et al., 1995; CALVILLO et al.,, 2003), medula espinhal
(CAKIR et al.,, 2003), figado (NAKANO et al.,, 1995; SENER et al., 2003,
PORTELLA et al., 2004), intestino (CUZZOCREA et al., 2000a; MONTERO et
al., 2003), cérebro (SEKHON et al., 2003) e membros (KOKSAL et al., 2003).
Outros estudos ndo mostraram efeitos satisfatorios com o uso da NAC em I/R
renal (PINCEMAIL et al., 2000) e hepatica (SALIM et al., 2002).

Calvillo et al. (2003), avaliando I/R cardiaca em ratos, propuseram
alguns possiveis mecanismos de acdo da NAC. Seus efeitos protetores podem
ser devidos a inibicdo do acumulo de PMN pela inibicdo da sintese de citocinas

inflamatarias, incluindo TNF-a e IL-1, e quimiocinas, possivelmente por meio da

inibicdo do fator de transcricdo NF-kB. O efeito neutralizador de espécies



reativas do oxigénio, o aumento do vasorrelaxamento dependente do endotélio
e, ainda, a reducdo na resposta inflamatoria pela inibicdo da apoptose também
podem ser alguns dos mecanismos de acao da n-acetilcisteina (BRUNET et al.,
1995; CALVILLO et al., 2003).

Cuzzocrea et al. (2000a) observaram, em ratos, que a administracédo de
NAC (20 mg/kg, 5 minutos antes da isquemia, seguida por 20 mg/kg/h) atenuou
a PAM e a migracdo de PMNSs, atenuou as lesdes histolégicas, bem como o
aumento nos niveis de mieloperoxidase e MDA no ileo. Os autores sugerem
que parte desse efeito pode ser devido a inibicdo da expressédo da molécula de
adesdo ICAM-1 e da P-selectina, com subsequente reducédo da lesédo celular
mediada por neutrofilos.

A n-acetilcisteina preveniu lesdo renal pela inibicho da geracdo de
radicais livres e do acumulo de neutréfilos no tecido renal de ratos (SEHIRLI et
al., 2003). No sistema nervoso, a NAC mostrou efeito protetor em I/R de
medula espinhal de coelhos, especialmente se associada a hipotermia (CAKIR
et al.,, 2003). Sekhon et al. (2003) relataram que a NAC atenuou as lesdes
decorrentes de I/R cerebral em ratos, provavelmente pela supressao de INOS e
de TNF-a, uma citocina pro-inflamatéria.

A NAC mostrou efeitos benéficos contra lesbes de I/R hepéatica, inclusive
guando associada a melatonina (SENER et al., 2003). Portella et al. (2004)
observaram que a I/R hepatica associada a choque hemorragico produziu
lesbes que foram reduzidas pela n-acetilcisteina, em ratos. Por outro lado, a

NAC ndo modificou as lesBes pulmonares decorrentes de I/R hepatica em



ratos, a microscopia éptica (SALIM et al., 2002). No tecido renal de coelhos, a
NAC nao preveniu a peroxidacdo lipidica nem alteracdes microcirculatérias,
apesar de ter aumentado o status antioxidante apés I/R (PINCEMAIL et al.,
2000).

Demir & Inal-Erder (1998) avaliaram o efeito da PTX, da NAC e da PTX
+ NAC em I/R hepética em ratos e observaram que a administracdo de PTX
provocou aumento dos niveis de MDA apés a I/R; com a administracdo de NAC

0s niveis de MDA foram similares aos valores do grupo controle.

1.3 Avaliacéo

A /R mesentérica pode ser avaliada pela deteccdo de diferentes
produtos decorrentes da lesdo, utilizando métodos Ilaboratoriais,
histomorfologicos e anatomopatolégicos.

A avaliacdo da pressao arterial média em ratos, apos I/R mesentérica,
foi avaliada por meio de cateteres introduzidos na artéria femoral (KHANNA et
al.,, 2001) ou carotida (MACARENGO et al.,, 2001). O fluxo sanguineo
microvascular intestinal (STEEB et al., 1992) e na artéria mesentérica cranial
(BYRKA-OWCZAREK et al.; 2004), bem como a frequéncia cardiaca
(HORTON & WALKER, 1993; HORTON & WHITE, 1993; KHANNA et al., 2001)
sdo parametros que também foram avaliados em I/R mesentérica experimental.

A avaliacdo de parametros hemogasométricos foi realizada por Kozar et

al. (2004), que avaliaram pH, PaO,, PaCO,, HCOg3 e excesso de base apos I/R



intestinal em ratos. lwanami et al. (1998) mediram o pH intra-luminal em um
modelo de I/R mesentérica em cdes e observaram uma correlacdo entre a
gueda do pH intestinal com o grau de les@es histologicas observadas apos uma
hora de reperfuséo.

A peroxidacéo lipidica € frequentemente utilizada quando se quer provar
o envolvimento de RL no dano celular, pela deteccdo de hidroperoxidos
lipidicos e dienos conjugados (GUTTERIDGE & HALLIWELL, 1990; HOLLEY &
CHEESEMAN, 1996). O malondialdeido € um dos produtos finais da
peroxidacao lipidica e varios métodos sao propostos para sua determinacao.
Tais métodos sdo baseados na reacdo do MDA com &cido tiobarbiturico,
gerando um cromoéforo que pode ser detectado por espectrofotometria,
fluorometria e, mais especificamente, HPLC (high-performance liquid
chromatography) (BIRD & DRAPER, 1984; HOLLEY & CHEESEMAN, 1996).

Além da peroxidacéo lipidica, a medida do dano protéico, a medida do
dano ao DNA e a medida de antioxidantes (AO) tém sido realizadas para a
mensuracao de ERO in vivo (HOLLEY & CHEESEMAN, 1996).

A deteccdo de RL em sistemas bioldgicos € dificultada por suas
concentracfes extremamente baixas (da ordem de 10''M) e por suas altas
velocidades de reacdo (FERREIRA et al., 1997). A deteccéo direta de radicais
livres durante a I/R pode ser realizada pela técnica de ressonancia
paramagnética de elétrons, a hidroxilacdo do salicilato e a quimiluminescéncia
(HOLLEY & CHEESEMAN, 1996; KUKREJA & HESS, 1996).

Os métodos mais utilizados para a afericdo indireta dos RL e,



conseqguentemente, das lesGes oxidativas sdo o0s espectrofotométricos e
cromatométricos, que medem a atividade enzimatica (SOD, catalase, GSH-Px
e GSH-Rd) e/ou a concentracdo de tripeptideos (GSH, GSSG) e aldeidos
(MDA). Estas medidas podem ser realizadas em tecidos, sangue e outros
fluidos (FERREIRA et al., 1997). A detecc¢do indireta do NO pode ser realizada
por quimiluminescéncia, conversao da oxi-hemoglobina em meta-hemoglobina
ou mensuracdo dos metabdlitos estaveis do NO, como o nitrito e o nitrato
(CHAN et al, 1999).

Outros métodos tém sido propostos. Hedge et al. (1998) avaliaram a
viabilidade mesentérica e observaram que a frequéncia e amplitude da
atividade elétrica intestinal (ritmo elétrico basico) sdo sensiveis a isquemia e
que se alteram antes das mudancas histolégicas. A variacdo na atividade
elétrica do intestino delgado durante I/R € um processo dinamico que reflete o
estado metabodlico do musculo liso.

Sun et al. (2001) observaram que a medida de D-lactato no plasma pode
ser um marcador de lesdo intestinal, monitorando o aumento da
permeabilidade e endotoxemia apos I/R mesentérica em ratos. Gunel et al.
(1998) acreditam que o nivel elevado de D-lactato pode ser um parametro
usado para identificar pacientes como isquemia intestinal antes de laparotomia.

As proteinas ligantes de acidos graxos do intestino (I-FABP) séo
pequenas proteinas intracelulares que existem na mucosa do epitélio intestinal
de muitos mamiferos e podem ser detectadas no plasma e urina apos leséo

celular (NIEWOLD et al., 2004).



1.4 Justificativa

A isquemia intestinal desempenha papel importante na fisiopatologia de
varias condicfes clinico-cirdrgicas e a reperfusdo resulta em lesdes teciduais
mais graves do que a isquemia por si. Os eventos que ocorrem durante a I/R
sdo complexos e muitos estudos tém sido realizados na tentativa de encontrar
farmacos que protejam o tecido das lesdes de reperfusao.

A pentoxifilina € um agente hemorreolégico comumente utilizado em
pacientes com doencas vasculares periféricas, doencas cerebrovasculares e
outras condicdes envolvendo defeitos na microcirculacao regional (CHOPRA et
al., 1988; SAVAS et al.,, 1997). A pentoxifiina tem apresentado efeitos
benéficos em lesdes de I/R de varios tecidos, inclusive intestinos (MUSTAFA et
al., 1995; SAVAS et al., 1997; HAMMERMAN et al., 1999; SENER et al., 2001).

A n-acetilcisteina € um tiol de baixo peso molecular com diversas
aplicacdes farmacoldgicas, inclusive em lesdes de I/R mesentérica
(CUZZOCREA et al., 2000a; MONTERO et al., 2003; BYRKA-OWCZAREK et
al., 2004; HAZINEDAROGLU et al., 2004).

A isquemia e a reperfusdo mesentérica sdo intensamente estudadas,
porém, ainda permanecem muitas duvidas quanto a sua fisiopatologia e
terapéutica, sendo necessarios novos estudos para seu completo
entendimento. Até o momento, nenhum estudo avaliou parametros
hemodinamicos associados a administracado de pentoxifilina ou n-acetilcisteina

em I/R mesentérica.



Assim, foram avaliados os efeitos da pentoxifilina e da n-acetilcisteina
em I/R esplancnica por meio de avaliagdo hemodinamica, bioquimica e
histolégica, buscando-se mais conhecimentos sobre a acdo destes farmacos

na I/R em ratos.

1.5 Objetivos
O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da pentoxifilina e da
n-acetilcisteina na atenuacdo do choque circulatério e de lesdes viscerais

decorrentes de isquemia e reperfusdo esplancnica em ratos.



2. Material e Métodos



O modelo experimental utilizado foi aprovado pela Camara de Etica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia -

Unesp - campus de Botucatu.

2.1 Animais utilizados

Foram utilizados 60 ratos da linhagem Wistar, machos, pesando em
média 319,82 + 31,59 gramas, com idade entre 60 e 65 dias, fornecidos pelo
Biotério Central do campus de Botucatu - Unesp. A parte experimental foi
realizada no Laboratério de Cirurgia Experimental da Faculdade de Medicina

de Botucatu — Unesp.

2.2 Grupos experimentais

Os animais foram divididos por sorteio em seis grupos experimentais,
com 10 animais cada, assim distribuidos:

Grupo salina/ controle (SAL/CONT): administracdo continua de NaCl a
0,9%", na dose de 5 ml/kg/h, via IV, apés o periodo de estabilizacdo de 30
minutos.

Grupo salina/isquemia (SAL/ISQ): administracdo continua de NaCl a
0,9%, na dose de 5 ml/kg/h, via IV, a partir do inicio do periodo de isquemia.

Grupo pentoxifilina/controle (PTX/CONT): administragdo continua de
pentoxifilina® na dose de 50 mg/kg, via IV, na velocidade de 5 ml/kg/h, apés o

periodo de estabilizacao.

! Solucao Isotbnica de Cloreto de Sddio - Ariston (S&o Paulo - SP).



Grupo pentoxifilina/isquemia (PTX/ISQ): administracdo continua de
pentoxifilina na dose de 50 mg/kg, via IV, na velocidade de 5 ml/kg/h, a partir
do inicio do periodo de isquemia.

Grupo n-acetilcisteina/controle (NAC/CONT): administracdo continua de
n-acetilcisteina® na dose de 430 mg/kg/h, via IV, na velocidade de 5 ml/kg/h,
apos o periodo de estabilizacao.

Grupo n-acetilcisteina/isquemia (NAC/ISQ): administracdo continua de
n-acetilcisteina na dose de 430 mg/kg/h, via IV, na velocidade de 5 ml/kg/h, a

partir do inicio do periodo de isquemia.

2.3 Sequéncia Experimental

Os animais foram submetidos a sequéncia experimental que segue.

1. anestesia com pentobarbital sédico na dose de 30 mg/kg, por via
intraperitoneal, com suplementacédo, quando necessario

2. ftricotomia cervical ventral e abdominal ventral

% Trental ® ampolas 20mg/ml. Aventis Pharma LTDA (Suzano — SP).
® Fluimucil® 100mg/ml - Zambon (S&o Paulo — SP).



3. anti-sepsia com alcool iodado a 2%

4. incisdo longitudinal mediana na face ventral do pescoco

5. disseccdo da artéria carétida esquerda e cateterismo, para registro
continuo da pressao arterial* e colheita de sangue para hemogasometria

6. disseccao da veia jugular direita e cateterismo, para administracdo de
liquidos, registro continuo da press&o venosa® e colheita de sangue para
hematdcrito

7. laparotomia mediana, com dissec¢do e reparo da aorta abdominal,
artéria celiaca, artéria mesentérica cranial e artéria mesentérica caudal,
com fita de silicone®

8. colocacdo de fluxdbmetros’ na aorta abdominal e na artéria mesentérica
cranial

9. fechamento do abdome com pingas, com manutencdo das alcas
intestinais dentro da cavidade

10.introducdo de sensor de temperatura® no es6fago, a cada 10 minutos,
para medidas da temperatura

11.inicio da avaliacdo dos parametros hemodinamicos

* PAM medida com transdutor de presséo do aparelho fisidgrafo Biopac® MP110.

® Pressao venosa medida com transdutor de pressao do aparelho fisiégrafo Biopac® MP110.

® Surg-I-Loop® - Scanlan International (St. Paul — MN).

” Fluxo sangtiineo da aorta abdominal e da AMCr foram medidos com o fluxémetro Transonic®.
® Temperatura esofagica medida com sensor do aparelho fisiégrafo Biopac ® MP110.



12. estabilizacao durante 30 minutos

13.sorteio dos grupos experimentais

14.oclusdo (ou ndo, conforme o grupo) da artéria celiaca, artéria
mesentérica cranial e artéria mesentérica caudal, com clampes tipo
bulldog® para oclusdo vascular temporaria, por 30 minutos. No mesmo
momento da oclusdo vascular, iniciou-se a administracdo continua de
soro fisioldgico, pentoxifilina ou n-acetilcisteina, conforme o grupo, até o
final do experimento

15.liberacdo dos clampes nos grupos submetidos a isquemia, apos 30
minutos de oclusédo vascular

16.colheita de sangue para dosagem de malondialdeido (MDA) plasmatico,
hematocrito e hemogasometria, apds 120 minutos de reperfusao

17.sacrificio dos animais com sobredose de anestésico

18.colheita de amostras de duodeno, jejuno e ileo. Uma amostra de cada
segmento intestinal foi colocada em formaldeido a 10% para realizacao
de histopatologia, através da coloracdo de hematoxilina-eosina (HE).
Outras amostras de cada segmento foram armazenadas em nitrogénio
liquido para posterior dosagem de TBARS tecidual. Amostras de ileo
foram armazenadas em nitrogénio liquido para posterior dosagem de

MDA.

® Vascu-Statt® - Scanlan International (St. Paul — MN).



Materiais e equipamentos utilizados sdo mostrados na figura 1. A
sequéncia dos procedimentos experimentais € mostrada na figura 2. As
figuras 3 a 5 mostram fotografias de alcas intestinais nos momentos de

estabilizacao, isquemia e reperfusao.



Figura 1 - Materiais e equipamentos utilizados no experimento.

a) fluxbmetro Transonic® (acima) e aparelho fisiografo Biopac®
(abaixo); b) sensor de temperatura (acima a esquerda), probe para
medida de fluxo sangtliineo (abaixo a esquerda) e cateter acoplado a
transdutor para medida de pressdo sangiinea; c) probes para medida

de fluxo sanguineo; d) material cirdrgico; €) material microcirurgico.



Figura 2: Sequéncia dos procedimentos experimentais.

a) tricotomia cervical ventral e abdominal ventral; b) disseccéo e exposicao da
artéria caroétida; c) cateteres para medida de pressao na artéria carétida e na
veia jugular; d) disseccdo e exposicao da artéria celiaca, AMCr e AMCa; e)
probe para medida do fluxo na AMCr; f) probe para medida do fluxo na AMCr

e na aorta abdominal.






2.4 Momentos de avaliacao
Os parametros foram colhidos por 180 minutos, conforme o esquema

que segue.

estabilizagéo¢ isquemia ¢ reperfuséo ¢

0 10 20 30 40 50 60 70 8 9 100 110 120 130 140 150 160 170 180

momentos experimentais (minutos)

2.5 Parametros
2.5.1 Hemodinamicos

Os dados referentes a pressao arterial média (PAM), pressao venosa,
freqUéncia cardiaca (FC), fluxo sanglineo na aorta abdominal e na AMS foram
medidos ininterruptamente, durante todo o periodo do experimento. Os valores
referentes a cada animal foram determinados pelo programa MP100™° e
obteve-se uma média para cada intervalo de 10 minutos. Para andlise
estatistica foram utilizados os valores médios obtidos nos intervalos
precedentes aos momentos 30, 60 e 180 (30 minutos de estabilizacdo, 30

minutos de isquemia e 120 minutos de reperfusao, respectivamente).

2.5.2 Temperatura esofagica

A temperatura esofagica foi verificada a cada dez minutos. A andlise

19 MP100 Workstation — Biopac Systems, Inc.



estatistica foi realizada nos momentos 30, 60 e 180.

2.5.3 Hematoécrito e hemogasometria

No inicio e no final do experimento foi colhido sangue da veia jugular e
da artéria carétida, para realizacdo de hematocrito e hemogasometria'?,
respectivamente.

Os parametros fornecidos pela hemogasometria foram pH, presséo
parcial de oxigénio e de gas carbbnico (PaO,, PaCO,), bicarbonato (HCO3),
excesso de base (BE), saturacdo de oxigénio (O, sat) e conteudo de gas

carbonico arterial (ct COy).

2.5.4 Avaliacéo histopatologica

Apos o sacrificio dos animais, segmentos intestinais foram colhidos para
realizacdo da histologia. Foram utilizadas as por¢des craniais do duodeno,
meédias do jejuno e distais do ileo, que foram lavadas com solucdo de NaCl
0,9% e preservadas em formaldeido a 10%. Para preparacdo das laminas, as
amostras foram incluidas em parafina, seccionadas transversalmente e
coradas pela técnica da hematoxilina-eosina (HE), no Laboratorio de Cirurgia
Experimental da Faculdade de Medicina de Botucatu.

Para andlise das laminas, foi utilizado o sistema de classificacdo
proposto por Chiu et al. (1970): grau 0 = mucosa normal; grau 1 =

desenvolvimento de espaco subepitelial de Gruenhagen, freqientemente no

! Hemogasometria realizada no aparelho Rapidlab™ 348 — Chiron Diagnostics — Bayer
Corporation.



apice das vilosidades e com congestao dos capilares; grau 2 = aumento do
espaco subepitelial, com descolamento moderado da camada epitelial da
lamina prépria; grau 3 = descolamento epitelial macico, em toda a extenséo das
vilosidades; grau 4 = vilosidades desnudadas, com exposicdo da lamina
propria; capilares dilatados expostos e aumento da celularidade da lamina
préopria; grau 5 = digestdo e desintegracdo da lamina prépria, hemorragia e
ulceracdo. As andlises foram realizadas por patologista veterinario, sem

conhecimento dos grupos experimentais.

2.5.5 Determinacao da lipoperoxidagéo intestinal

Apods o sacrificio dos animais, segmentos de duodeno, jejuno e ileo,
adjacentes aos utilizados para avaliacdo histologica, foram colhidos, lavados
com solucao de NaCl 0,9% e armazenados em nitrogénio liquido.

A determinacéo da lipoperoxidacédo intestinal foi realizada por meio da
dosagem de espécies reativas do acido tiobarbitarico (TBARS - thiobarbituric
acid reactive substances), pela técnica proposta por Uchiyama & Mihara (1978)
(anexo 1), no Laboratorio de Cirurgia Experimental da Faculdade de Medicina
de Botucatu.

Outra amostra de ileo foi utilizada para a determinacdo do
malondialdeido por HPLC*? (high performance liquid chromatograph) (NIELSEN
et al., 1997) (anexo 2), no Centro de Metabolismo e Nutricdo (Cemenutri) da

Faculdade de Medicina de Botucatu.

2 HPLC dosado em cromatégrafo liquido modelo LC 10A, acoplado ao detector UV LC10 —
Shimadzu Corporation® (Japao).



2.5.6 Determinacdo do malondialdeido (MDA) plasmético
Apos a colheita de sangue da veia jugular, as amostras de plasma foram
armazenadas em nitrogénio liquido e encaminhadas ao Cemenutri para

dosagem de malondialdeido plasmatico por HPLC (NIELSEN et al., 1997).

2.6. Analise Estatistica

O estudo dos parametros idade, peso, escore histologico, TBARS e
malondialdeido foi realizado por meio da técnica da analise de variancia
(paramétrica ou ndo-paramétrica, segundo a aderéncia ou ndo dos dados a
distribuicdo normal de probabilidades) para o esquema fatorial 2x3 (dois niveis
de isquemia e trés farmacos) no modelo completamente casualizado,
complementada com o0s respectivos testes de comparagdes mdltiplas (ZAR,
1999).

Os parametros hemodinamicos, temperatura, hematécrito e
hemogasometria, com dois ou trés momentos de avaliacdo, foram avaliados
pela técnica da andlise de variancia para medidas repetidas no modelo com
dois fatores independentes (isquemia e farmaco). A op¢ao paramétrica ou nao-
paramétrica realizou-se de acordo com os critérios descritos acima (JOHNSON
& WICHERN, 1998)

Todas as discussdes foram realizadas no nivel de 5% de significancia.



3. Resultados



3.1 Animais retirados do experimento

O experimento foi realizado em 69 animais, sendo que foram retirados
guatro animais do grupo SAL/ISQ, dois animais do grupo PTX/ISQ e trés
animais do grupo NAC/ISQ, todos devido a Obito durante o periodo de

reperfuséo (tabela 1).

Tabela 1 - Numero de animais descartados, segundo 0 grupo

experimental.

Grupo Numero de animais

SAL/CONT
SAL/ISQ
PTX/CONT
PTX/ISQ
NAC/CONT
NAC/ISQ

w o N O b~ O




3.2 Peso corpoOreo

Os animais submetidos ao experimento ndo apresentaram diferenca
significativa no peso corpéreo. A tabela 2 e a figura 6 mostram os valores
médios e desvios padrbes do peso dos animais, conforme o grupo
experimental. Os valores individuais do peso corpdreo dos animais de cada

grupo experimental encontram-se no anexo 3.

Tabela 2 - Médias e desvios padrbes do peso corporeo (g), segundo

farmacos e isquemia*.

Farmaco
salina PTX NAC
controle 321,10 + 22,87 aA 323,10 + 33,46 aA 309,50 + 34,55 aA

isquemia 315,60 + 35,60 aA 320,4 + 33,74 aA 329,20 + 32,42 aA

(*) letras minUsculas comparam isquemia fixado o farmaco
letras mailsculas comparam farmaco fixado o grupo
letras iguais indicam diferengas néo significativas (p>0,05)
letras diferentes indicam diferengas significativas (p<0,05)

Figura 6 - Médias e desvios padrées do peso corpdéreo (g), segundo o

grupo.

peso(9)

sal/cont sdlfisq PTX/cont PTXiisq NAC/cont NACisq



3.3 ldade

Os animais submetidos ao experimento n&do apresentaram diferenca
significativa na idade, no dia do procedimento experimental. A tabela 3 e a
figura 7 mostram os valores medianos e semi-amplitudes da idade, conforme o
grupo. Os valores individuais da idade dos animais de cada grupo experimental

encontram-se no anexo 4.

Tabela 3 - Medianas e semi-amplitudes da idade (dias), segundo farmacos

e isquemia*.
Farmaco
salina PTX NAC
controle 63,50 + 2,50 aA 64,00 + 2,50 aA 63,50 + 2,50 aA
isquemia 63,00 + 2,50 aA 64,00 + 2,00 aA 62,00 + 2,50 aA

(*) letras minUsculas comparam isquemia fixado o farmaco
letras mailsculas comparam farmaco fixado o grupo
letras iguais indicam diferen¢as néo significativas (p>0,05)
letras diferentes indicam diferengas significativas (p<0,05)

Figura 7 - Medianas e semi-amplitudes da idade (dias), segundo o grupo.
idade ¢

(dias)
65 -
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59 A
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3.4 Pressao arterial média (PAM)
No periodo de estabilizacédo, a PAM foi similar em todos os grupos.

Os grupos SAL/CONT e PTX/CONT nao apresentaram alteracdo da
PAM no decorrer do experimento. A administracdo isolada de NAC promoveu
queda significante da PAM apds 180 minutos de experimento.

Nos grupos submetidos a isquemia, houve uma elevacdo acentuada da
PAM logo apés o inicio da isquemia, ndo avaliada estatisticamente, e um
declinio apds alguns minutos, sem retornar aos valores basais no final do
periodo de isquemia. Apos 120 minutos de reperfusdo os valores da PAM
mostraram-se significativamente mais baixos que os basais, em todos o0s
grupos. Embora n&o avaliada estatisticamente, observou-se queda evidente da
PAM logo apos a liberagdo dos clampes vasculares, por cerca de 20 minutos.

A tabela 4 e a figura 8 mostram os valores médios e desvios padrdes da
PAM, conforme os grupos e os momentos analisados. A figura 9 mostra as
médias da PAM a cada 10 minutos do experimento. Os valores médios de cada

grupo, segundo 0S momentos, encontram-se no anexo 5.

Tabela 4 - Médias e desvios padrdes da pressdo arterial média (mmHg),

segundo grupos e momentos*.



Farmaco Momentos de avaliag&o (min)

30 60 180
86,72 + 21,62
salina 100,54 + 9,28 aAq. 100,94 £ 10,03
bAo bBo
controle PTX 94,72+ 11,79 aAa 9537 +10,02 81,41 + 9,62 bBa
abAa
NAC 9597 + 13,01 aAB 61,95 + 15,53

90,51 + 15,62 aAp
aBa

salina 100,41 + 13,89 113,88 + 10,94 44,30 + 19,91

aAB aBy aAo.
isquemia  PTX 103,27 + 10,99 110,33+ 10,84 34,52 + 17,22
aAB aBy aAo.

NAC 100,25+ 8,47 aAp 110,38 + 10,75 33,81 + 8,39 aAx
aBy

(*) letras minasculas comparam farmacos fixados isquemia e momentos de avaliagéo
letras mailisculas comparam isquemia fixados farmacos e momentos de avaliacéo
letras gregas comparam momentos fixados isquemia e farmacos
letras iguais indicam diferen¢as néo significativas (p>0,05)
letras diferentes indicam diferengas significativas (p<0,05)

Figura 8 - Médias e desvios padrfes da pressdo arterial média (mmHg),

segundo grupos e momentos.

PAM
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Figura 9 - Médias da presséo arterial média (mmHg) a cada 10 minutos do

experimento, segundo o0 grupo.
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3.5 Pressdo venosa

No periodo de estabilizacdo, a pressdo venosa foi similar em todos os
grupos.

O grupo SAL/CONT e os grupos submetidos a isquemia n&o
apresentaram alteracdo da pressdo venosa no decorrer do experimento. O
grupo PTX/CONT apresentou elevacao da pressao venosa apés 60 minutos de
experimento, com retorno aos valores iniciais no final da avaliacdo. O grupo

NAC/CONT apresentou elevacdo da pressao venosa apdés 60 minutos de



experimento e diminuicdo, sem, entretanto voltar aos valores iniciais, no final
da avaliacao.

A tabela 5 e a figura 10 mostram os valores medianos e semi-amplitudes
da pressao venosa, conforme os grupos e os momentos analisados. A figura 11
mostra as meédias da pressdo venosa a cada 10 minutos do experimento. Os
valores médios de cada grupo, segundo 0s momentos, encontram-se Nno anexo

6.

Tabela 5 - Medianas e semi-amplitudes da pressdo venosa (cmH,0),

segundo grupos e momentos*.

Farmaco Momentos de avaliagcdo (min)

30 60 180

salina 6,45+ 14,60 aAa 6,75 + 15,55 aAa 4,60 + 11,80 aAa
controle PTX 4,80 + 16,75 aAa 10,15 + 16,05 aAB 6,00 + 13,75 aAa
NAC 3,55+520aAa 9,05+ 11,60aAy 6,45+ 5,30 aAP

salina  3,90+6,65aAa 6,30 + 10,10 aAo. 5,75 + 8,80 aAa
isqguemia PTX 4,35 + 16,90 aAa. 10,15 + 24,45 aAo. 5,00 + 17,00 aAa
NAC 450+ 12,05aAa 5,20+4,60aAa 4,70 + 3,40 aAa

(*) letras mintGsculas comparam farmacos fixados isquemia e momentos de avaliagdo
letras mailsculas comparam isquemia fixados farmacos e momentos de avaliacéo
letras gregas comparam momentos fixados isquemia e farmacos
letras iguais indicam diferenc¢as néo significativas (p>0,05)
letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05)



Figura 10 - Medianas e semi-amplitudes da pressdo venosa (cmH,0),

segundo grupos e momentos.

PVvC 40
(cmH,0) 30 - T 1 sal/cont
a B Y o [ sallisq
20 o [ PTX/cont
10 - O PTX/isq
0 ar gr @ NAC/cont
10 J_ l L J_ J_ L] @ NAclisq
-20

30 60 180
momentos (min)

Figura 11 - Médias da pressao venosa (cmH;O) a cada 10 minutos do

experimento, segundo o grupo.
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3.6 Fluxo sanguineo na aorta / débito cardiaco

No periodo de estabilizacdo, o fluxo sangliineo na aorta foi similar em
todos os grupos.

O grupo SAL/CONT apresentou aumento do fluxo na aorta apos 60
minutos do experimento, que se manteve constante até o final. Os grupos
PTX/CONT e NAC/CONT néo apresentaram alteracdes significativas do fluxo
sangiineo na aorta no decorrer do experimento.

Todos os grupos submetidos a isquemia apresentaram queda do fluxo
na aorta ap6s os 30 minutos de isquemia, com queda mais acentuada ao final
do periodo de reperfusédo, estatisticamente significativa.

A tabela 6 e a figura 12 mostram os valores medianos e semi-amplitudes
do fluxo sangliineo na aorta, conforme 0s grupos e os momentos analisados. A
figura 13 mostra as médias do fluxo sanglineo na aorta a cada 10 minutos do
experimento. Os valores médios de cada grupo, segundo 0s momentos,

encontram-se no anexo 7.

Tabela 6 - Medianas e semi-amplitudes do fluxo na aorta (ml/min),



segundo grupos e momentos*.

Farmaco Momentos de avaliagdo (min)

30 60 180

salina 18,50 + 9,65 aAa. 20,25 + 10,30 aBf 20,15 + 9,70 aBp
controle PTX 18,95 + 4,50 aAa 19,40 + 5,70 aBa. 19,25 + 6,45 aBa
NAC 18,80 + 3,75 aAa 20,20 + 5,60 aBa. 17,80 + 8,80 aBa

salina 19,70 + 10,65 aAy 10,85+ 7,20aAB 2,50 + 5,25 aAa
isquemia  PTX 17,05+9,70aAy 12,05+ 7,45aAB 2,95+ 6,40 aAa
NAC 20,25+ 8,90 aAy 13,10+ 6,60 aAp 3,35 + 3,40 aAa

(*) letras mintsculas comparam farmacos fixados isquemia e momentos de avaliagdo
letras mailisculas comparam isquemia fixados farmacos e momentos de avaliacéo
letras gregas comparam momentos fixados isquemia e farmacos
letras iguais indicam diferengas néo significativas (p>0,05)
letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05)

Figura 12 - Medianas e semi-amplitudes do fluxo na aorta (ml/min),

segundo grupos e momentos.
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Figura 13 - Médias do fluxo na aorta (ml/min) a cada 10 minutos do

experimento, segundo o grupo.
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3.7. Fluxo sanglineo na artéria mesentérica cranial

No periodo de estabilizacdo, o fluxo sangtiineo na AMCr foi similar em
todos os grupos.

O grupo SAL/CONT manteve o fluxo na AMCr por 60 minutos, porém
houve queda do fluxo ao final de experimento.

Os grupos PTX/CONT e NAC/CONT apresentaram elevacao do fluxo na
AMCr aos 60 minutos de experimento, com retorno aos valores iniciais apds
180 minutos.

Houve um aumento acentuado do fluxo na AMCr apéds a liberacdo dos

clampes, porém, ndo avaliado estatisticamente. Apdés 120 minutos de



reperfuséo, o fluxo na AMCr apresentou queda significativa, menos acentuada
no grupo NAC/ISQ.

A tabela 7 e a figura 14 mostram os valores medianos e semi-amplitudes
do fluxo sangiineo na AMCr, conforme o0s grupos e os momentos analisados.
A figura 15 mostra as médias do fluxo sangiiineo na AMCr a cada 10 minutos
do experimento. Os valores médios de cada grupo, segundo 0s momentos,

encontram-se no anexo 8.

Tabela 7 - Medianas e semi-amplitudes do fluxo na artéria mesentérica

cranial (ml/min), segundo grupos e momentos*.

Farmaco Momentos de avaliagcdo (min)

30 60 180

salina 5,60+ 3,70aAB 5,90+ 3,60aBp 4,85+ 3,60 aBa
controle PTX 525+2,10aAa 6,10+2,65aBB 4,85+ 2,0 aBa
NAC 525+255aA0 6,05+25aBf 5,05+ 2,50 aBa

salina 560+ 3,10aAB 0,20+0,2aAa 0,90 + 2,15 aAa
isquemia PTX 6,15+4,0aA 0,10+0,25aAc 0,30 + 3,15 aAa
NAC 545+3,05aAy 0,15+0,20aAa 0,70 + 1,15 aAp

(*) letras mindsculas comparam farmacos fixados isquemia e momentos de avaliacdo
letras mailsculas comparam isquemia fixados farmacos e momentos de avaliacéo
letras gregas comparam momentos fixados isquemia e farmacos
letras iguais indicam diferencas néo significativas (p>0,05)
letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05)

Figura 14 - Medianas e semi-amplitudes do fluxo na artéria mesentérica

cranial (ml/min), segundo grupos e momentos.
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Figura 15 - Médias do fluxo na artéria mesentérica cranial (ml/min) a cada

10 minutos do experimento, segundo o grupo.
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3.8 Frequéncia cardiaca (FC)

No periodo de estabilizacédo, a FC foi similar em todos 0s grupos.

N&o houve alteracdo da FC nos grupos que ndo foram submetidos a I/R.



O grupo SAL/ISQ apresentou queda da FC apds a isquemia, que se
acentuou ainda mais ao final do periodo de reperfusao.

Os grupos PTX/ISQ e NAC/ISQ mantiveram a FC apds a isquemia,
porém houve queda apos 120 minutos de reperfusao.

A tabela 8 e a figura 16 mostram os valores médios e desvios padrées
da FC, conforme os grupos e os momentos analisados. A figura 17 mostra as
médias da FC a cada 10 minutos do experimento. Os valores médios de cada

grupo, segundo 0S momentos, encontram-se no anexo 9.

Tabela 8 - Médias e desvios padrdes da frequéncia cardiaca (bpm),

segundo grupos e momentos*.

Farmaco Momentos de avaliag&o (min)
30 60 180
saling 356,35 + 88,25 355,94 + 90,88 358,87 + 111,48
aAa aAa bBa
controle PTX 262,43 + 132,99 262,64 + 133,21 276,85 + 136,25
aAa aAa aAa
NAC 228,57 +131,52 221,92+117,68 206,64 + 109,41
aAa aAa aAa
salina 311,04 + 129,69 280,61 + 102,64 233,33 + 83,88
aAy aApB aAa
isquemia  PTX 302,81 + 114,92 287,17 + 98,09 243,20 + 73,25
aApB aApB aAa
NAC 321,36 + 115,04 291,67 + 98,41 244,92 + 76,05
aApB aApB aAa

(*) letras minasculas comparam farmacos fixados isquemia e momentos de avaliagéo
letras maiGsculas comparam isquemia fixados farmacos e momentos de avaliagao
letras gregas comparam momentos fixados isquemia e farmacos
letras iguais indicam diferengas néo significativas (p>0,05)
letras diferentes indicam diferengas significativas (p<0,05)



Figura 16 - Médias e desvios padrbes da fregiuéncia cardiaca (bpm),

segundo grupos e momentos.
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Figura 17 - Médias da frequéncia cardiaca (bpm) a cada 10 minutos do

experimento, segundo o0 grupo.
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3.9 Temperatura esofégica
No periodo de estabilizacdo, a temperatura foi similar em todos os

grupos.

N&o houve alteragdo da temperatura esofagica dos animais que nao
foram submetidos a I/R, porém, houve uma queda progressiva da temperatura
esofagica nos animais de todos os grupos submetidos a I/R.

A tabela 9 e a figura 18 mostram os valores médios e desvios padrées
da temperatura esofagica, conforme os grupos e os momentos analisados. A
figura 19 mostra as médias da temperatura esofagica a cada 10 minutos do
experimento. Os valores médios de cada grupo, segundo 0s momentos,

encontram-se no anexo 10.

Tabela 9 - Médias e desvios padrdes da temperatura (°C), segundo grupos

€ momentos*.

Farmaco Momentos de avaliag&o (min)
30 60 180

salina 33,74 + 2,18 aAa. 33,66 + 2,31 aBa. 34,26 + 3,24 aBa

controle PTX 33,92+ 0,80 aAa. 33,72 + 1,04 aBa. 34,37 + 1,41 aBa
NAC 34,11 + 1,0 aAa 34,07 + 0,91 aBa 34,35 + 1,54 aBa

salina 3357 +1,29aAy 32,41+1,32aAB 30,53 + 2,05 aAa.

isquemia  PTX 33,24 +1,33aAy 32,22 +1,32aAp 30,69 + 2,21 aAa
NAC 34,23 +1,27 aAy 32,94+ 1,09 aAB 31,43+ 1,03 aAa

(*) letras minlsculas comparam farmacos fixados isquemia e momentos de avaliacédo
letras mailisculas comparam isquemia fixados farmacos e momentos de avaliacéo
letras gregas comparam momentos fixados isquemia e farmacos
letras iguais indicam diferen¢as néo significativas (p>0,05)
letras diferentes indicam diferengas significativas (p<0,05)



Figura 18 - Médias e desvios padrées da temperatura esofagica (°C),

segundo grupos e momentos.
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Figura 19 - Médias da temperatura (°C) a cada 10 minutos do experimento,

segundo o grupo.
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As figuras 20 e 21 mostram os tracados de PAM, presséo venosa, fluxo

na artéria mesentérica cranial e fluxo na aorta, fornecidos pelo equipamento.



Figura 20 - Tracados das curvas de PAM, pressdo venosa, fluxo na artéria

mesentérica cranial e fluxo na aorta, de um animal do grupo NAC/CONT.

Figura 21 - Tracados das curvas de PAM, pressao venosa, fluxo na artéria
mesentérica cranial e fluxo na aorta, de um animal do grupo NAC/ISQ em
periodo de reperfuséo.



3.10 Hematbécrito

O hematdcrito foi significativamente maior ao final do experimento em
relacdo ao hematdcrito medido no inicio do experimento, no grupo PTX/ISQ.
Apesar da diferenca, os valores mantiveram-se dentro dos limites de
normalidade.

A tabela 10 e a figura 22 mostram os valores médios e desvios padrbes

do hematdcrito, conforme os grupos e os momentos analisados. Os valores

médios de cada grupo, segundo 0s momentos, encontram-se no anexo 11.

Tabela 10 - Médias e desvios padrées do hematécrito (%), segundo

grupos e momentos*.

Farmaco Momentos de avaliacéo
Antes Depois

salina 0,37 + 0,13 aAa. 0,36 + 0,11 aAa
controle PTX 0,42 + 0,07 aAa. 0,38 + 0,12 aAa
NAC 0,34 + 0,11 aAa 0,36 + 0,11 aAa
salina 0,38 + 0,13 aAa 0,43 + 0,16 aAa
isquemia PTX 0,34 + 0,10 aAa. 0,50 + 0,08 aApB
NAC 0,34 + 0,10 aAa 0,44 + 0,14 aAa

(*) letras minlsculas comparam farmacos fixados isquemia e momentos de avaliacédo
letras mailsculas comparam isquemia fixados farmacos e momentos de avaliacdo

letras gregas comparam momentos fixados isquemia e farmacos
letras iguais indicam diferen¢as néo significativas (p>0,05)
letras diferentes indicam diferengas significativas (p<0,05)



Figura 22 - Médias e desvios padrées do hematdécrito (%), segundo

grupos e momentos.
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3.11 Hemogasometria
Observou-se acidose metabdlica apos I/R e ndo houve diferenca entre

0s grupos. Os animais mostraram-se hipoxémicos no inicio do experimento,
entretanto, houve elevacdo da PaO; e diminui¢do da PaCO, apés a I/R.

As tabelas 11 a 13 e a figura 23 mostram os valores médios e desvios
padrbes da hemogasometria, conforme os grupos e os momentos analisados.
Os valores médios de cada parametro obtido, segundo grupos e momentos,

encontram-se nos anexos 12 a 18.



Tabela 11 - Médias e desvios padroes do pH, PaCO, (mmHg) e PaO;

(mmHg), segundo grupos e momentos*.

pH PaCoO; PaO,
Momento de Momento de Momento de
avaliacao avaliacao avaliacdo
Farmaco Antes Depois Antes Depois Antes Depois
salina 7,35+0,07 7,36+0,10 46,15+7,28 33,65+6,82 54,33+21,65 78,84+23,09
aAa aBa aAp aAa aAa aAB
controle PTX  7,32+0,11 7,38+0,03 45,22+13,27 31,57+3,61 65,62+23,40 90,61+8,57
aAa aBa aAp aAa aAa aAB
NAC  7,29+40,15 7,32+0,08 40,04+11,38 34,36+9,72 73,23+17,83 79,94+18,92
aAa aBa aAa aAa aAa aAa
salina 7,38+0,06 7,14+0,09 40,61+6,24 29,55+5,79 66,22+18,37 85,88+20,43
aApB aAa aApB aAa aAa aAB
Isquemia  PTX  7,34+0,07 7,14+0,15 44,86+8,32 29,19+12,68 56,82+18,20 90,67+20,31
aApB aAa aApB aAa aAa aAB
NAC 7,35+0,06 7,16+0,09 47,47+7,15 28,10+9,25 68,46+18,35 89,79+19,29
aAB aAa aAB aAa aAa aAB

(*) letras mindGsculas comparam farmacos fixados isquemia e momentos de avaliagdo
letras mailsculas comparam isquemia fixados farmacos e momentos de avaliacéo
letras gregas comparam momentos fixados isquemia e farmacos
letras iguais indicam diferencgas néo significativas (p>0,05)
letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05)



Tabela 12 - Médias e desvios padrées do HCO3z (nmol/L) e excesso de

base (BE) (hmol/L), segundo grupos e momentos*.

HCOg3 BE
Momento de avaliagéo Momento de avaliacéo
Farmaco Antes Depois Antes Depois
salina 23,40+ 2,33 19,27+2,79 -0,70+3,70 -4,50 + 6,65
aAp aBa. aAp aBa
controle PTX 21,08+3,15 1941+1,75 -3,50+5,65 -6,50+ 3,15
aAa aBa aApB aBa
NAC 20,47 +5,84 18,31 +3,81 -4,30 + 15,65 -6,80+9,80
aAa aBa aAa aBa
salina 23,36 +2,45 11,51 +2,08 -2,27+455 -19,47 +6,35
aAB aAa aApB aAa
isquemia PTX 22,34 +3,12 11,21 +3,33 -2,35+5,25 -20,55+ 8,30
aAB aAo aAp aAo
NAC 23,84+247 11,07+1,84 -2,00+4,10 -18,895 +
aAB aAo aAp 3,10 aAa

(*) letras minasculas comparam farmacos fixados isquemia e momentos de avaliagéo
letras mailsculas comparam isquemia fixados farmacos e momentos de avaliacéo
letras gregas comparam momentos fixados isquemia e farmacos
letras iguais indicam diferen¢as néo significativas (p>0,05)

letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05)



Tabela 13 - Médias e desvios padrbes do ctCO, (nmol/L) e O, saturado

(%), segundo grupos e momentos*.

ctCO; O, sat
Momento de avaliagéo Momento de avaliag&o
Farmaco Antes Depois Antes Depois
salina 27,20+ 2,29 20,33+2,92 82,77 + 15,77 94,60 + 5,97
aAp aBo. aAa. aAp
controle PTX 2434 +291 19,80+ 2,63 85,84+ 19,03 97,48 + 0,60
aAp aBo. aAa. aAp
NAC 22,32 +8,28 19,04+521 91,98+ 7,92 94,94 + 3,95
aAa aBa aAa aAa
salina 25,64 +2,32 11,95+2,79 91,12 + 10,75 95,55 + 2,47
aApB aAa aAa aAa
isquemia PTX 26,21 +3,85 12,62 +5,66 88,05+ 14,02 95,27 + 3,96
aApB aAa aAa aAa
NAC 27,95+3,04 11,38+2,06 92,27 +5,76 96,14 + 2,53
aAp aAa aAa aAa

(*) letras mintsculas comparam farmacos fixados isquemia e momentos de avaliagdo
letras mailisculas comparam isquemia fixados farmacos e momentos de avaliacéo
letras gregas comparam momentos fixados isquemia e farmacos

letras iguais indicam diferengas néo significativas (p>0,05)
letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05)



Figura 23 - Médias dos valores da hemogasometria, segundo grupos e

momentos.
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3.12 Avaliacéo histopatologica
A andlise estatistica mostrou que a PTX preveniu 0 aumento no grau das

lesbes histoldégicas no duodeno, jejuno e ileo, enquanto a NAC preveniu esse
aumento somente no ileo.

A avaliacdo dos graus de lesdo de todos os segmentos intestinais
indistintamente mostrou que os grupos que ndo foram submetidos a isquemia
(CONT) apresentaram grau de lesdo menor que 3 com maior frequéncia. Os
graus de lesdo maiores ou iguais a 3 foram mais freqientes nos grupos
SAL/ISQ e NAC/ISQ. O grupo PTX/ISQ apresentou frequéncia igual para os

graus menores que 3 ou maiores ou iguais a 3.



As tabelas 14 a 16 mostram os valores dos graus de lesdo obtidos na
analise histolégica do intestino, conforme o grupo. As figuras 24 a 26 mostram
os valores medianos e semi-amplitudes dos graus de lesdo do intestino dos
animais. Os valores individuais dos graus de lesdo, segundo 0s grupos,
encontram-se no anexo 19. As figuras 27 a 32 mostram os graus de leséo

histol6gica encontrados nos animais do experimento.

Tabela 14 - Medianas e semi-amplitudes do grau de lesdo histoldgica do

duodeno, segundo farmacos e isquemia*.

Farmaco
salina PTX NAC
controle 0,50 + 1,00 aA 1,00 + 1,00 aA 1,00 + 1,00 aA
isquemia 2,50 + 1,50 bA 1,00 + 2,50 aA 3,00 + 1,00 bA

(*) letras mindsculas comparam isquemia fixado o farmaco
letras mailsculas comparam farmaco fixado o grupo
letras iguais indicam diferencas néo significativas (p>0,05)
letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05)

Tabela 15 - Medianas e semi-amplitudes do grau de lesdo histoldgica do

jejuno, segundo farmacos e isquemia*.

Farmaco
Salina PTX NAC
controle 1,00 + 2,00 aA 1,00 + 2,00 aA 1,00 + 2,00 aA
isquemia 3,50 + 2,00 bA 4,00 + 2,50 aA 4,00 + 2,50 bA

(*) letras mindsculas comparam isquemia fixado o farmaco
letras mailsculas comparam farmaco fixado o grupo
letras iguais indicam diferencas néo significativas (p>0,05)
letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05)



Tabela 16 - Medianas e semi-amplitudes do grau de lesdo histoldgica do

ileo, segundo farmacos e isquemia*.

Farmaco
Salina PTX NAC
controle 1,50 + 1,00 aA 1,00 + 1,50 aA 2,50 + 2,50 aA
isquemia 3,00 + 1,00 bA 2,50 + 2,00 aA 3,00 + 1,50 aA

(*) letras mindsculas comparam isquemia fixado o farmaco
letras mailsculas comparam farmaco fixado o grupo
letras iguais indicam diferencas néo significativas (p>0,05)
letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05)

Figura 24 - Medianas e semi-amplitudes do grau de lesdo histolégica do

duodeno, segundo o grupo experimental.
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Figura 25 - Medianas e semi-amplitudes do grau de lesdo histoldégica do

jejuno, segundo o grupo experimental.
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Figura 26 - Medianas e semi-amplitudes do grau de lesdo histoloégica do

ileo, segundo o grupo experimental.
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Figura 27 Figura 28

Figura 27 - Grupo NAC/CONT. Jejuno. Escore de grau 0 (mucosa sem
lesdo). HE. 20x.

Figura 28 - Grupo SAL/CONT. ileo. Escore de grau 1 (espagcamento
subepitelial no 4pice das vilosidades). HE. 20x.



Figura 29

Figura 29 - Grupo SAL/ISQ. Duodeno. Escore grau 2 (descolamento
moderado da camada epitelial da lamina propria). HE. 20x.

Figura 30 - Grupo PTX/ISQ. Jejuno. Escore grau 3 (descolamento
epitelial maci¢co, em toda a extenséo das vilosidades). HE. 20x.



Figura 31

Figura 32

Figura 31 - Grupo NAC/ISQ. Duodeno. Escore grau 4
(vilosidades desnudadas, com exposicao da lamina propria).
HE. 20x.

Figura 32 - Grupo PTX/ISQ. Jejuno. Escore grau 5
(desintegracdo da lamina propria e hemorragia). HE. 10x.



3.13 Dosagem de lipoperéxidos
3.13.1 Dosagem de TBARS

Observou-se aumento na concentragdo de TBARS no jejuno dos
animais do grupo NAC/ISQ e no ileo dos animais do grupo SAL/ISQ.

As tabelas 17 a 19 mostram os valores medianos e semi-amplitudes das
TBARS do intestino, segundo farmacos e isquemia. As figuras 33 a 35 mostram
os valores medianos e semi-amplitudes das TBARS do intestino, segundo
farmacos e isquemia. Os valores individuais das TBARS, segundo 0s grupos,

encontram-se no anexo 20.

Tabela 17 - Medianas e semi-amplitudes dos valores das TBARS

(nmol/100 mg tecido) do duodeno, segundo farmacos e isquemia*.

Farmaco
Salina PTX NAC
controle 1,49 + 4,26 aA 2,24 + 6,44 aA 2,16 + 2,95 aA
isquemia 2,00 + 4,85 aA 2,85+5,41 aA 2,36 + 3,74 aA

(*) letras minUsculas comparam isquemia fixado o farmaco
letras mailsculas comparam farmaco fixado o grupo
letras iguais indicam diferencgas néo significativas (p>0,05)
letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05)



Tabela 18 - Medianas e semi-amplitudes dos valores das TBARS
(nmol/100 mg tecido) do jejuno, segundo farmacos e isquemia*.

Farmaco
Salina PTX NAC
controle 3,64 + 7,20 aA 2,34 + 2,15 aA 2,67 +1,59 aA
isquemia 7,46 + 13,00 aA 5,52 + 4,90 aA 6,77 + 7,29 bA

(*) letras mindsculas comparam isquemia fixado o farmaco
letras mailsculas comparam farmaco fixado o grupo
letras iguais indicam diferencas néo significativas (p>0,05)
letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05)

Tabela 19 - Medianas e semi-amplitudes dos valores das TBARS

(nmol/100 mg tecido) do ileo, segundo farmacos e isquemia*.

Farmaco
Salina PTX NAC
controle 2,80 + 6,44 aA 3,00 + 3,75 aA 3,29 + 4,34 aA
isquemia 9,49 + 12,67 bA 6,21 + 11,92 aA 8,95 + 6,18 aA

(*) letras mindsculas comparam isquemia fixado o farmaco
letras mailisculas comparam farmaco fixado o grupo
letras iguais indicam diferen¢as néo significativas (p>0,05)
letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05)



Figura 33 - Medianas e semi-amplitudes dos valores das
duodeno, segundo o grupo experimental.
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Figura 34 - Medianas e semi-amplitudes dos valores das

jejuno, segundo o grupo experimental.
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Figura 35 - Medianas e semi-amplitudes dos valores das TBARS do ileo,

segundo o grupo experimental.
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3.13.2 Dosagem de malondialdeido plasmatico e do ileo por HPLC.

N&o houve diferenca significativa nos valores no MDA plasmatico e do
ileo nos grupos e momentos avaliados.

As tabelas 20 e 21 e as figuras 36 e 37 mostram os valores medianos e
semi-amplitudes dos valores no MDA plasmatico e do ileo, dosados por HPLC,
segundo farmacos e isquemia. Os valores individuais no MDA do plasma e do

ileo, segundo os grupos, encontram-se nos anexos 21 e 22.

Tabela 20 - Medianas e semi-amplitudes dos valores do MDA plasmatico

(wmol/L), segundo farmacos e isquemia*.

Farmaco



Salina PTX NAC

controle 0,19 + 4,24 aA 0,43 + 0,57 aA 0,59 + 0,62 aA
isquemia 0,26 + 0,48 aA 0,17 + 0,36 aA 0,24 + 0,54 aA

(*) letras mindsculas comparam isquemia fixado o farmaco
letras mailsculas comparam farmaco fixado o grupo
letras iguais indicam diferencas néo significativas (p>0,05)
letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05)

Figura 36 - Medianas e semi-amplitudes dos valores do MDA plasmatico,
segundo o grupo experimental.
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Tabela 21 - Medianas e semi-amplitudes dos valores no MDA do ileo

(umol/L), segundo farmacos e isquemia*.

Farmaco
Salina PTX NAC
controle 4,44 + 2,62 aA 3,57 +5,45 aA 5,88 + 2,79 aA
isquemia 6,10 + 3,46 aA 8,89 + 4,54 aA 8,14 + 5,30 aA

(*) letras minUsculas comparam isquemia fixado o farmaco



letras mailisculas comparam farmaco fixado o grupo
letras iguais indicam diferen¢as néo significativas (p>0,05)
letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05)

Figura 37 - Medianas e semi-amplitudes dos valores no MDA do ileo,

segundo o grupo experimental.
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4. Discussao



4.1. Discusséo da metodologia
4.1.1. Animal de experimentacao

Embora muitos modelos tenham sido desenvolvidos para o estudo da
lesé@o isquémica intestinal, os ratos tém sido os animais mais utilizados (SAVAS
et al.,, 1997; RIBEIRO, 2004). O rato é um animal resistente a anestesia
inalatéria e intravenosa, apresenta porte pequeno, oferece um facil manuseio
cirdrgico para abordagem das artérias e baixo custo. Além disso, a circulacéo
mesentérica colateral do rato é bastante similar a do homem, o que permite
extrapolar muitos conhecimentos adquiridos para a espécie humana (SAVAS et

al., 1997; RIBEIRO, 2004).

4.1.2. Modelo experimental

Véarios modelos experimentais, com diferentes territérios vasculares
estudados e periodos de oclusdo e avaliacdo poOs-reperfusdo, podem ser
encontrados na literatura.

A oclusdo da AMCr e da artéria celiaca resulta em um severo grau de
isquemia no figado, péancreas e intestino. Juntas, elas suprem
aproximadamente 90% do fluxo sangiineo desses o6rgdos (HAYWARD &
LEFER, 1998). No presente estudo, realizou-se a oclusdao da AMCr, AMCa e
artéria celiaca, conforme o modelo utilizado previamente por Yoshida et al.
(1998), a fim de obter um severo grau de I/R.

Foi realizado um estudo piloto a fim de definir os tempos experimentais a

serem empregados. Avaliou-se a isquemia por 30, 40, 60, 70, 90 e 120 minutos



e 90, 120, 150 e 180 minutos de reperfusdo. De acordo com os resultados
obtidos e com a literatura consultada, foi determinado para o experimento o
tempo de 30 minutos de isquemia e 120 minutos de reperfusao.

lllyés & Hamar (1992) observaram que 100% dos ratos submetidos a 45
minutos de oclusdo da AMCr morreram cinco horas apos a reperfusao. Lelli et
al. (1993) efetuaram a oclusdo da artéria mesentérica cranial durante 90
minutos e avaliaram a taxa de sobrevida e a histologia intestinal de ratos
desmamados, 24 horas ap6s a reperfusdo. Somente 14% (3/21) dos animais
do grupo submetido a I/R sobreviveram. Estudos iniciais haviam mostrado que
60 minutos de isquemia ndo provocaram mortalidade apds duas semanas de
reperfusdo; entre 60 e 90 minutos de isquemia, a mortalidade tornou-se
significante apds a reperfuséo.

Sato et al. (1999) realizaram ocluséo da artéria mesentérica de ratos por
30, 60, 90 e 120 minutos seguida de reperfusédo. Todos os animais submetidos
a 90 ou 120 minutos de oclusdo morreram em até dois dias, mas aqueles com
30 e 60 minutos de oclusédo sobreviveram. Segundo Cuzzocrea et al. (2000b),
100% dos ratos submetidos a ocluséo da artéria mesentérica cranial e artéria
celiaca por 45 minutos e tratados com solucéo fisiologica morreram apés duas
horas de reperfuséo.

A dose de NAC usada no presente trabalho esta entre as mais altas
utilizadas em I/R em diferentes 6rgados (CUZZOCREA, 2000a; SEHIRLI et al.,
2003) e foi previamente utilizada por Ferrer et al. (1999) em I/R intestinal de

ratos. A dose de 50 mg/kg de PTX utilizada no presente experimento esta em



concordancia com Savas et al. (1997) e Sener et al. (2001), porém, esses
autores administraram a dose total de PTX antes da I/R em ratos. Outros
autores administraram bolus de PTX seguido por administracdo continua
durante o periodo de isquemia e reperfusdo em ratos (STEEB et al., 1992;

MUSTAFA et al., 1995).



4.2. Discusséao dos resultados
4.2.1 Parametros Hemodinamicos

No presente estudo, houve uma elevacédo acentuada da PAM logo apds
0 inicio da isquemia, caindo apds alguns minutos, mas mantendo-se mais alta
gue os valores basais até o final do periodo isquémico. Entretanto, em outros
trabalhos com ratos, apds a elevacao acentuada da PAM logo apds o inicio da
isquemia, observou-se seu retorno aos valores basais apés alguns minutos
(SIMONIAN et al., 1997; KHANNA et al., 2001; MACARENGO et al., 2001).
Macarengo et al. (2001) observaram que a PAM elevou-se significativamente
apos oclusao da artéria celiaca, AMCr e AMCa, com retorno aos valores iniciais
apos 30 minutos. Simonian et al. (1997) relataram que a oclusdo da artéria
celiaca e AMCr produziu uma hipertensao transitéria que foi normalizada apo6s
um periodo de 20 a 35 minutos. Khanna et al. (2001) também observaram
elevacéo pronunciada da PAM apos oclusdo da AMCr, com retorno aos valores
basais apos 40 minutos de isquemia. Pode ser que o tempo de ocluséo
utilizado no presente experimento nao tenha sido suficiente para a PAM voltar
aos valores basais.

Segundo Hayward & Lefer (1998), o aumento abrupto da pressao arterial
sistémica induzido pela isquemia intestinal em ratos pode ser mediado pelos
impulsos que os barorreceptores enviam para o centro vasomotor medular em
resposta a perfusdo esplancnica reduzida. Esse aumento da PAM diminui
gradualmente durante a isquemia e retorna a niveis préximos aos basais no

final do periodo isquémico, provavelmente devido a transudacao de fluidos pela



microcirculacdo. Na reperfusdo da circulacdo esplancnica ocorre queda da
PAM, seguida por um pequeno aumento apos 30 minutos. Depois disso, ocorre
um declinio constante ao longo do resto do periodo de reperfuséo, até valores
incompativeis com a vida. Essa mudanca da PAM apoés a reperfuséo indica a
ocorréncia de uma forma severa de choque circulatério (HAYWARD & LEFER,
1998). A queda abrupta da PAM apos a reperfusdo pode ser mediada pela
liberacdo de PAF do intestino pos-isquémico (KHANNA et al., 2001; KOZAR et
al., 2004).

Na presente avaliacdo, a administracdo isolada de n-acetilcisteina
promoveu queda significante da PAM apds 180 minutos de experimento, mas
nao teve efeito nos animais submetidos a I/R. Contrariamente, Cuzzocrea et al.
(2000a) observaram que apesar da NAC ter atenuado a queda da PAM apoés
60 minutos de reperfusdo da artéria celiaca e da AMCr, ela ndo provocou
alteracdo da PAM dos ratos sem I/R.

Cuzzocrea et al. (2000a) observaram que a administracdo de NAC
atenuou a migracdo de PMNSs e as lesdes histolégicas, bem como o aumento
nos niveis de mieloperoxidase e MDA no ileo, apés I/R esplancnica em ratos.
Os autores sugeriram que parte desse efeito pode ser devido a inibicdo da
expressdo da molécula de adesédo (ICAM-1) e P-selectina e subsequente
reducao da lesdo celular mediada por neutrofilos.

A pressado venosa nao se alterou apos I/R em nenhum dos grupos. Nao
foi encontrada nenhuma explicacdo para as alteracdes observadas da pressao

venosa nos grupos simulados que receberam PTX e NAC nem qualquer estudo



gue avaliasse a pressdo venosa apos I/R mesentérica.

Observou-se uma queda progressiva do fluxo sangiiineo na aorta em
todos os grupos submetidos a I/R. A administracdo PTX, sem I/R, promoveu
um aumento do fluxo sanguineo na AMCr apds 60 minutos de experimento,
porém, ao final da avaliacdo os valores retornaram ao normal. Além disso, a
NAC promoveu uma melhora do fluxo sanglineo na AMCr ap6és a reperfusao,
porém, sem retornar aos valores basais.

Numa avaliacdo direta do fluxo sangliineo microvascular intestinal de
ratos, Steeb et al. (1992) relataram que a administracdo de PTX, sem I/R,
causou vasodilatacdo persistente (15%) associada com aumento do fluxo
(70%). Essas alteracBes ocorreram sem mudancas significativas da PAM e DC,
mas houve um aumento (20%) da FC.

A PTX tem um efeito vasodilatador seletivo na circulacdo esplancnica,
resultando em aumento do fluxo sanglineo microvascular. A PTX eleva os
niveis de cAMP, resultando em vasodilatacdo e também induz a liberacéo de
PGl, (vasodilatador) pelas células endoteliais. O aumento do fluxo sanglineo
arteriolar pode resultar do relaxamento do musculo liso vascular e diminuicéo
da viscosidade sangiinea (STEEB et al., 1992; MUSTAFA et al., 1995).

Existem evidéncias que a NAC atua melhorando o fluxo sangiineo
microcirculatorio e a oxigenacao tecidual (CUZZOCREA et al., 2000a). Em
estudo recente com coelhos, Byrka-Owczarek et al. (2004) observaram que a
administracdo de 100 mg/kg de n-acetilcisteina proporcionou um menor

decréscimo do fluxo sangiineo apos I/R em coelhos. Apés trés horas de



oclusdo da AMCr e 30 minutos de reperfusao, o fluxo sangiineo na AMCr foi
53,1 % dos valores pré-isquemia, enquanto que no grupo controle o fluxo foi
27% menor.

No presente experimento, a PTX e a ACC evitaram a queda da FC apés
30 minutos de isquemia, que foi observada no grupo em que foi administrada
salina, mas ndo impediram a diminuicdo da FC apdés 120 minutos de
reperfusdo. Ao contrario do que observaram Horton & Walker (1993) e Horton
& White (1993), em ratos, em nosso experimento a FC dos animais do grupo
SAL/ISQ néo retornou aos valores basais, ap0s a bradicardia provocada pela
isquemia, tendo ao contrario, caido ainda mais. Um outro resultado foi relatado
por Khanna et al. (2001), que também observaram queda da FC apds a
reperfusdo da AMCr de ratos, com um aumento gradual até, eventualmente,
atingir valores maiores que os basais. Segundo o0s autores, enquanto a
bradicardia inicial pode ter sido mediada pela estimulagcdo vagal ou pela
liberacdo de fator depressor do miocardio, o desenvolvimento da taquicardia
pode ter sido uma resposta a queda da PAM ou a hipovolemia devido a I/R
(KHANNA et al., 2001).

A I/R mesentérica provocou queda constante da temperatura esofagica.
O presente experimento foi realizado sob temperatura ambiente e os animais
ndo submetidos a oclusdo vascular ndo apresentaram alteracdes significativas
da temperatura no decorrer do experimento. Outros autores realizaram o
experimento sob temperatura controlada, mas nao foi encontrada nenhuma

informacé&o sobre a temperatura corporea nesses animais. Hazinedaroglu et al.



(2004), por exemplo, mantiveram a temperatura corporea dos ratos submetidos
a I/R mesentérica constante a 35°C, enquanto lllyés & Hamar (1992) a

mantiveram a 37°C.

4.2.2 Hematdcrito e hemogasometria

Nesta avaliacdo, a I/R promoveu aumento do hematocrito em todos os
grupos, porém, esse aumento somente foi significante nos animais do grupo
PTX/ISQ. Apesar disso, os valores mantiveram-se dentro dos limites de
normalidade. A I/R mesentérica ndo provocou alteracdo significativa do
hematocrito em outros estudos (HORTON & WALKER, 1993; HORTON &
WHITE, 1993).

No modelo utilizado, observou-se acidose metabdlica apés I/R e nao
houve diferenca entre os grupos. A acidose metabodlica € evidenciada pela
baixa concentracdo do bicarbonato e pela diminuicdo dos valores do excesso
de base. Apesar do grupo SAL/CONT ter mostrado queda significativa no
bicarbonato, essa diferenca ndo pode ser considerada significativa do ponto de
vista biolégico™.

Os animais mostraram-se hipoxémicos no inicio do experimento,
entretanto, houve elevacdo da PaO, e diminuicdo da PaCO, apos a I/R. Isso
pode estar relacionado com o aumento da ventilacdo apoés I/R, visto que a
PaCO, diminuiu significativamente. Provavelmente, o efeito do anestésico pode

explicar a melhora da ventilacdo, que pode ter ocorrido em virtude de uma

'3 Teixeira Neto, F. (Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — Unesp — Campus de
Botucatu). Comunicac¢éo pessoal, 2004.



reducdo do efeito depressor do pentobarbital com o decorrer do tempo*.
Kozar et al. (2004), apGs oclusdo da AMCr de ratos por 60 minutos e
reperfusdo por 120 minutos, observaram queda do pH, PaO,, HCOj3 e excesso

de base e aumento da PaCO,.

4.2.3 Avaliacao histopatoldgica

Os resultados histolégicos deste experimento mostraram-se coerentes
com o modelo utilizado, pois 0s grupos que nao foram submetidos a isquemia
apresentaram, em média, lesbes menos acentuadas que os grupos I/R.

No presente estudo, a PTX foi eficiente em atenuar as lesbes
histolégicas em duodeno, jejuno e ileo de ratos submetidos a oclusdo da
AMCa, AMCr e artéria celiaca por 30 minutos, seguidos por 120 minutos de
reperfusdo, o que estd em concordancia com o relatado por outros autores
(MUSTAFA et al., 1997; SAVAS et al., 1997; HAMMERMAN et al., 1999).

lllyés & Hamar (1992) observaram que as alteracdes tissulares
encontradas durante I/R da AMCr de ratos sdo caracterizadas por dois
processos paralelos. Um deles é a continua destruicdo da lamina propria da
mucosa e 0 outro € uma tendéncia do epitélio se regenerar. Entretanto, uma
segunda destruicdo das células neoformadas ocorre, provavelmente, no
momento em que o choque circulatorio atinge estagios irreversiveis.

Udassin et al. (1994), em modelo de oclusdo a AMCr e das arcadas
colaterais por 30 minutos, em ratos, observaram que o epitélio do ileo

recuperou a integridade em 47,6% de sua extensdo apO0s uma hora de



reperfuséo, 60% apods trés horas, e recuperou-se totalmente apos 12 horas de
reperfusao.

Nesta avaliacdo, a PTX preveniu o aumento das lesdes histolégicas no
duodeno, jejuno e ileo, enquanto a NAC preveniu o aumento das lesdes
somente no ileo.

Segundo Chan et al. (1999), o ileo é mais resistente as lesdes
histol6gicas provocadas por I/R que o jejuno. Para eles, o 6xido nitrico tem
efeitos protetores em I/R intestinal e o nivel de NO encontrado no ileo de ratos
foi maior que o encontrado no jejuno. Segundo os autores, no ileo, fora o
pequeno aumento no nivel do NO apos 15 minutos de isquemia, o nivel de
oxido nitrico diminui conforme aumenta a duracdo da isquemia, diminuindo
ainda mais apés a reperfusdo. No jejuno, o nivel basal do NO é baixo e néo
foram encontradas grandes alteracdes durante o periodo de isquemia e, como
no ileo, o periodo de reperfusdo foi associado com o decréscimo nos niveis de
NO (CHAN et al., 1999).

A pentoxifilina preveniu o aumento no grau de lesdo observado nos
segmentos de duodeno, jejuno e ileo dos animais submetidos a I/R. Esses
dados estdo em concordancia com os resultados obtidos por Savas et al.
(1997), num estudo em que a PTX preveniu 0 aumento no grau das lesdes
intestinais de ratos submetidos a 30 minutos de isquemia e 30 minutos de
reperfusdo da AMCr e arcadas colaterais. Mustafa et al. (1995) observaram um
agravamento da lesao tecidual apos a reperfusdo do intestino isquémico e a

PTX foi efetiva em atenuar as lesdes histolégicas da mucosa intestinal de ratos.



A PTX pode atenuar as lesdes de reperfusdo por varios mecanismos,
pela vasodilatacdo microvascular com melhora do fluxo sanguineo, pela
inibicdo da aderéncia e ativacdo dos neutrofilos induzida por citocinas e pela
inibicdo da sintese de TXA; e LTB4 (MUSTAFA et al., 1995). Hammerman et al.
(1999) observaram que a administracdo de PTX diminuiu a peroxidacao lipidica
e reduziu as alteracdes histopatdgicas apds I/R da AMCr e AMCa de ratos,
pela inibicdo da xantina-oxidase (HAMMERMAN et al., 1999).

A n-acetilcisteina preveniu o aumento no grau das lesdes do ileo, o que
estd em concordancia com um estudo realizado por Cuzzocrea et al. (2000a).
Byrka-Owczarek et al. (2004) observaram que as lesdes histolégicas
provocadas por I/R mesentérica em coelhos foram severas na camada mucosa
e ndo foram influenciadas pela NAC. Entretanto, a NAC promoveu uma
pequena agao protetora nas camadas submucosa e muscular.

Em outro estudo, a administracdo de 100 mg/kg de NAC em ratos
submetidos a 30 minutos de oclusdo da AMCr e vasos colaterais e a 30
minutos de reperfusdo ndo preveniu as lesdes histologicas na mucosa do ileo,
bem como a lipoperoxidacdo, medida pela dosagem de MDA, apés a

reperfusdo (HAZINEDAROGLU et al., 2004).

4.2.4 Lipoperoxidacdao intestinal e plasmatica
Véarios estudos utilizaram a dosagem de malondialdeido plasmatico

(CZYRKO et al., 1991), tecidual (CIZ et al., 2001 EMIR et al., 2001; FERRER et



al., 1999) ou ambos (FERRER et al.,, 1998a; FERRER et al., 1998b) como
indice de peroxidacéo lipidica em I/R mesentérica.

Apesar de ndo ser um método de avaliacdo especifico para peroxidacao
lipidica, o teste das TBARS é comumente utilizado, sendo considerado um
parametro Gtil para danos oxidativos celulares gerais (HAMMERMAN et al.,
1999).

O &cido tiobarbitarico também pode reagir com o MDA para formar
complexos que podem ser mensurados por HPLC. Esse método € mais
especifico para o MDA e, para a maioria das amostras, determina valores
menores do que a analise pelo TBA espectrofotométrico (BIRD & DRAPER,
1984).

A I/R resultou em aumento no nivel das TBARS somente no jejuno dos
animais que receberam NAC e no ileo dos que receberam salina. De acordo
com esses resultados, seria possivel concluir que a PTX e a NAC foram
eficazes em evitar a peroxidacao lipidica no ileo dos animais submetidos a I/R.
Entretanto, os valores obtidos no duodeno e no jejuno indicam que deve ter
ocorrido algum problema durante o processo de armazenamento das amostras
e/ou no de deteccdo das TBARS. O mesmo pode ser dito com relacdo a
dosagem de MDA plasmatico e no ileo, visto que ndo houve diferenca
significativa nos valores obtidos. Assim, ndo se pode afirmar qualquer resultado
com relacdo a peroxidacao lipidica no presente experimento.

A dosagem de MDA foi realizada apés oclusdo vascular total e parcial e

reperfusdo de jejuno equino; ndo foram observadas alteracdes na quantidade



de MDA entre os grupos estudados, o que pode ter acontecido pela baixa
sensibilidade dos testes utilizados (VATISTAS et al., 1996). Entretanto, outros
autores observaram elevacéo dos niveis de MDA ap6s I/R, dado coerente com
a producédo de ERO e com a peroxidacao lipidica apos a reperfusdo (HORTON
& WALKER, 1993; HORTON & WHITE, 1993; CUZZOCREA et al., 2000a;
CUZZOCREA et al., 2000b).

A PTX é um neutralizador de ERO e reduz a producdo de superoxido
(SAVAS et al., 1997). A administracdo de PTX foi capaz de reduzir o aumento
na concentracdo de MDA induzido por I/R mesentérica em ratos, num estudo
realizado por Sener et al. (2001). Segundo os autores, esse resultado pode ser
devido a um efeito inibitério da PTX sobre os neutréfilos, que liberam produtos
toxicos, inclusive ERO (SENER et al., 2001).

A NAC abole o aumento de produtos da peroxidacéo lipidica, em parte,
por varrer os radicais reativos OH®* e ROO* (SAVAS et al., 1997; Cuzzocrea et
al., 2000a). A NAC pode reduzir os processos oxidantes relacionados com oxi-
radicais ou por interferir diretamente com os oxidantes ou por regular sistemas
oxidantes com a superoxido-dismutase ou, ainda, aumentando a atividade

catalitica da glutationa-peroxidase (CUZZOCREA et al., 2000a).



4.3 Consideracgdes finais

A isquemia e reperfusdo mesentérica tém sido objeto de muitos estudos.
A revisdo da literatura de 1980 até setembro de 2004 forneceu 1300
referéncias e, ainda assim, os mecanismos da I/R ndo foram totalmente
esclarecidos. Embora vérias terapias tenham se mostrado parcialmente
efetivas no combate a I/R mesentérica, o problema ainda permanece sem
solucéo.

Os resultados obtidos no presente estudo mostram a complexidade da
regulacdo hemodindmica em I/R mesentérica e indicam a necessidade de
outros estudos na busca dos mecanismos da resposta cardiovascular durante a

isquemia e a reperfusao.



S. Conclusoes



Nas condicfes deste experimento, pode-se concluir que:

1. O modelo de isquemia por oclusdo da artéria mesentérica cranial, artéria
mesentérica caudal e artéria celiaca por 30 minutos seguidos por 120
minutos de reperfusdo provoca alteragcdes hemodinamicas, evidenciadas

por hipotenséo, diminui¢cdo do fluxo sanguineo e choque.

2. O modelo utilizado provoca lesdes estruturais caracterizadas por alteracdes

histoldgicas.

3. A pentoxifiina e a n-acetilcisteina ndo preveniram os desequilibrios

hemodinamicos provocados pela isquemia e reperfusao.

4. A administracdo de pentoxifilina foi mais eficaz em prevenir o aumento no
grau das lesdes estruturais observadas a histologia em comparagcdo a n-

acetilcisteina.

5. Mais estudos sdo necessarios na busca do tratamento ideal para isquemia

e reperfusao intestinal.
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Anexos



ANEXO 1 — Técnica utilizada para dosagem de TBARS (Uchiyama & Mihara,

1978).

As amostras de intestino foram homogeneizadas com KCI 1,15% a fim
de se obter um homogenado a 10%. A um tubo com 0,5 ml desse
homogenado, foram adicionados 3 ml de &cido fosférico a 1% e 1 ml de
solucédo de Acido tiobarbitdrico (TBA) a 0,6%. Ap6s agitacdo em vortex™* por 30
segundos, a mistura foi aquecida em banho-maria por 45 minutos. Apds o
resfriamento em banho de gelo, adicionou-se 4 ml de n-butanol aos tubos, que
foram agitados em vértex por 30 segundos. A fase butanol foi separada por
centrifugacdo a 3000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi pipetado e a
absorbancia foi medida a 535 e 520 nm, em espectrofotdmetro™>. A diferenca
foi considerada como quantidade de TBARS.

Os niveis de TBARS foram expressos em nnmol/mg de tecido, de

acordo com a formula:

nmol/100 mg tecido = ABS x 1000 x 8/ 156
ABS = absorbancia
8 = fator de diluicéo

156 = coeficiente de extingdo nmolar do TBA a 535 nm (Buege & Aust, 1978).

4 Agitador de tubos Fanem 251 (S&o Paulo).
1> Espectrofotdmetro Micronal B582.



ANEXO 2 — Dosagem de malondialdeido por HPLC (Nielsen et al., 1997).

As amostras foram incubadas com &cido tiobarbitirico a 100°C por 60
minutos. ApOs desproteinizacdo, uma aliquota foi injetada e eluida numa
coluna ODS-2 (150 x 4,6 mm; 5 um). A fase movel utilizada foi composta de
tampéao fosfato (10 mmol/L; pH: 6,8): metanol (60:40 v/v) a um fluxo de 0,5

ml/min. A deteccdo do MDA foi feita por ultravioleta a 532 nm.



ANEXO 3 - Valores do peso corporeo (g) dos animais no dia do experimento,

conforme o grupo.

Grupos
sal/cont sallisq ptx/cont ptx/isq acc/cont acclisq
290 285 288 295 318 353
323 292 341 285 322 354
372 284 358 384 344 363
340 372 377 360 345 294
311 345 307 333 345 372
315 297 330 332 322 305
320 349 277 328 260 283
331 357 350 313 273 316
304 295 314 280 256 302

305 280 289 294 310 350




ANEXO 4 - Valores da idade (dias) dos animais no dia do experimento,

conforme o grupo.

Grupos
sal/cont sallisq ptx/cont ptx/isq acc/cont acclisq
63 60 60 64 60 63
65 64 60 63 61 64
65 65 60 65 63 65
65 63 65 65 61 60
61 65 65 61 62 60
63 61 64 62 64 60
64 63 64 64 65 60
65 63 64 62 64 61
60 62 65 65 64 65

63 62 63 65 64 64




Anexo 5 — Valores médios da pressédo arterial média (mmHg), conforme

momentos (M) e grupos.

Grupos

M sal/cont sallisq ptx/cont ptx/isq acc/cont acclisq

10 91,3 90,9 86,3 94,7 83,4 90,1
20 96,9 96,0 90,0 99,8 91,3 94,1
30 100,5 100,4 94,7 103,3 96,0 100,3
40 104,1 1211 98,2 126,1 94,3 122,0
50 104,2 116,9 95,5 119,0 97,6 116,0
60 100,9 113,9 95,4 110,3 90,5 110,4
70 100,0 61,6 95,2 62,6 87,8 60,0
80 99,5 58,7 92,3 58,6 83,3 53,3
90 98,2 54,4 91,2 53,8 81,6 46,5
100 96,3 54,1 91,6 52,5 78,2 44,2
110 94,2 57,4 91,7 53,2 78,4 45,5
120 94,0 59,0 92,6 51,4 76,1 47,3
130 92,5 58,0 88,9 49,0 73,2 44,5
140 90,0 55,3 87,4 45,6 75,4 42,3
150 89,1 51,9 88,5 41,6 68,7 41,1
160 88,8 48,2 86,5 38,6 67,9 39,0
170 86,3 46,0 84,7 36,7 65,5 36,4

180 86,7 44,3 81,4 34,5 61,9 33,8




Anexo 6 — Valores médios da pressado venosa (cmH;0), conforme momentos

(M) e grupos.

Grupos

M sal/cont sallisq ptx/cont ptx/isq acc/cont acclisq

10 3,4 3,3 3,7 5,6 4,9 3,8
20 4,1 3,2 6,2 9,0 4,1 7,7
30 7,2 4,6 7,6 8,8 4,1 11,5
40 9,7 12,5 17,3 23,3 12,3 20,0
50 12,9 10,4 19,6 22,1 15,8 16,3
60 9,8 7,1 12,4 16,8 11,9 12,1
70 7,6 7,2 18,2 8,6 12,1 12,8
80 7,8 7,3 13,9 8,9 8,8 13,6
90 7,2 7,0 9,9 8,2 8,7 12,3
100 8,0 6,9 10,3 8,4 8,2 10,2
110 7,8 6,9 10,1 8,5 8,3 9,2
120 7,6 6,9 10,2 8,2 7,0 91
130 13,8 6,5 9,6 8,3 11,6 8,9
140 32,3 6,3 9,6 8,3 7,4 9,2
150 24,7 6,3 9,7 8,3 7,1 9,4
160 24,0 6,2 8,8 8,3 6,6 10,4
170 33,1 6,3 8,6 8,1 6,8 9,7

180 24,4 6,4 8,2 7,9 8,7 9,5




Anexo 7 — Valores médios do fluxo sangiineo na aorta (ml/min), conforme

momentos (M) e grupos.

Grupos
M sal/cont sallisq ptx/cont ptx/isq acc/cont acclisq
10 19,3 21,1 19,7 20,3 19,3 20,8
20 17,7 20,0 17,9 19,2 18,2 19,6
30 18,5 20,4 19,0 19,2 18,3 19,0
40 18,9 12,7 19,5 13,7 19,0 13,3
50 19,7 11,6 20,4 13,7 19,5 12,6
60 20,1 11,4 21,2 13,6 19,5 12,5
70 20,2 9,5 22,1 10,6 20,3 10,0
80 20,4 8,7 22,1 10,1 20,7 8,6
90 21,0 7,9 224 9,1 20,5 7,6
100 21,0 7,7 224 8.8 20,3 7,2
110 20,6 7,8 224 8.8 20,7 7,3
120 20,2 7,6 224 8,4 20,1 7,3
130 20,0 7,0 22,6 7,8 20,2 6,5
140 19,2 6,4 224 7,2 20,0 6,1
150 19,2 5,9 21,8 6,3 18,8 5,8
160 19,1 5,3 21,6 5,6 18,6 5,2
170 18,7 4.9 21,3 5,0 17,7 4,5

180 18,6 4,5 20,7 4,5 16,7 3,9




Anexo 8 — Valores médios do fluxo sangliineo na artéria mesentérica cranial

(ml/min), conforme momentos (M) e grupos.

Grupos
M sal/cont  sallisq ptx/cont ptx/isq acc/cont acclisq
10 6,6 6,8 7,4 7,7 6,2 6,1
20 5,8 6,1 6,0 6,9 5,7 5,5
30 5,9 5,8 6,0 6,3 5,1 5,4
40 6,1 -0,1 5,8 0,0 5,7 0,4
50 6,2 -0,2 6,1 -0,1 6,0 -0,1
60 6,1 -0,2 6,5 -0,1 6,1 0,0
70 6,2 3,7 6,7 3,1 6,5 2,5
80 6,3 2,9 6,5 2,7 6,8 2,0
90 6,3 2,4 6,5 2,3 6,6 1,6
100 5,9 2,4 6,3 2,2 6,3 15
110 5,7 2,5 6,1 2,1 6,4 1,4
120 5,5 2,4 6,0 1,8 5,9 1,6
130 5,8 2,1 5,9 1,8 6,1 1,4
140 5,2 2,0 5,9 1,7 5,7 1,3
150 5,0 1,9 5,5 1,7 5,3 1,2
160 4.9 1,7 5,5 1,7 5,3 11
170 4,7 1,6 5,4 14 4.8 0,9

180 4,9 15 5,3 1,2 4,6 0,8




Anexo 9 - Valores médios da frequéncia cardiaca (bpm), conforme momentos

(M) e grupos.

Grupos

M sal/cont sallisq ptx/cont ptx/isq acc/cont acclisq

10 337,4 308,6 261,1 2949 231,7 293,8
20 349,1 308,2 270,4 299,1 226,8 311,7
30 356,4 311,0 262,4 302,8 228,6 321,4
40 357,6 296,5 261,2 294.5 2219 303,2
50 355,9 286,3 259,6 290,1 223,5 293,4
60 355,9 280,6 262,6 287,2 2219 291,7
70 358,9 258,1 262,6 276,8 2191 278,9
80 365,2 253,9 264,1 274,9 226,5 275,3
90 366,5 257,0 270,0 274,1 230,1 273,0
100 368,8 255,7 2715 271,0 225,8 264,2
110 366,2 2545 274,2 270,1 235,0 260,7
120 370,7 254.8 279,7 268,8 2279 261,2
130 367,2 252,2 274,8 268,2 218,3 260,4
140 367,3 249,0 270,0 266,3 216,5 257,6
150 366,6 2441 268,8 262,6 210,0 254,1
160 362,0 237,8 270,3 257,1 207,3 252,4
170 358,1 233,9 276,8 250,9 204,1 248,1

180 358,9 233,3 276,9 243,2 206,6 2449




Anexo 10 - Valores da temperatura esofagica (°C), conforme momentos (M) e

grupos.

Grupos

M sal/cont sallisq ptx/cont ptx/isq acc/cont acclisq

10 33,81 33,38 34,08 33,28 33,91 34,01
20 33,72 33,43 33,99 33,22 33,98 34,10
30 33,74 33,57 33,92 33,24 34,11 34,23
40 33,66 33,20 33,82 32,79 34,15 33,63
50 33,65 32,63 33,74 32,45 34,11 33,20
60 33,66 32,41 33,72 32,22 34,07 32,94
70 33,51 32,07 33,80 32,10 34,22 32,68
80 33,60 31,86 32,91 31,76 34,20 32,53
90 34,16 31,64 33,85 31,57 34,30 32,30
100 34,25 31,47 33,89 31,71 34,40 32,14
110 34,32 31,58 34,03 31,11 34,24 32,22
120 34,35 31,30 34,24 31,51 34,24 32,07
130 34,39 31,23 34,38 31,44 34,03 32,00
140 34,37 31,05 34,19 31,27 34,41 32,02
150 34,30 30,97 34,34 31,09 34,42 32,03
160 34,01 30,71 34,33 30,92 34,49 31,89
170 34,19 30,66 34,39 30,90 34,39 31,70

180 33,90 33,57 34,15 33,42 33,95 34,14




Anexo 11 — Valores do hematécrito (%), antes (MO) e depois (M180) do

experimento, conforme o grupo.

Grupos/momentos
sal/cont sallisq ptx/cont ptx/isq acc/cont acclisq
MO M180| MO M180| MO M180, MO M180, MO M180| MO M180
36 25 | 46 44 | 46 42 24 46 27 25 23

22 48 29 58 50 39 52 59 46 52 31

30 41 55 72 47 55 27 a7 43 35 47 40

46 44 14 32 44 38 42 18 49 46 43

42 40 24 35 40 42 30 48 18 25 19 20

48 43 33 35 25 45 37 40 37 20 37 61

53 48 50 35 47 22 27 49 26 26 25 48

19 28 50 30 43 27 50 55 45 48 47 59

23 18 65 38 51 25 67 25 36 27 46

48 22 42 25 39 20 30 a7 33 42 37 57




Anexo 12 — Valores do

conforme o grupo.

pH, antes (M0O) e depois (M180) do experimento,

Grupos/momentos

sal/cont
MO M180

sallisq
MO M180

ptx/cont
MO M180

ptx/isq
MO M180

acc/cont
MO M180

acclisq
MO M180

7,449 7,413
7,320 7,340
7,340 7,355
7,431 7,410
7,243 7,119
7,300 7,410
7,378 7,456
7,245 7,292
7,378 7,398

7,370 7,393

7,370 6,990
7,290 7,290
7,340
7,020
7,430
7,440 7,137
7,428 7,169
7,337 7,221
7,365 7,130

7,237 7,163

7,380 7,360
7,407 7,369
7,078 7,373
7,230 7,322
7,423 7,368
7,356 7,393
7,255 7,422
7,403 7,390
7,418 7,415

7,249 7,350

7,412 6,966
7,386 7,148
7,364 7,085
7,186 7,294
7,402
7,282 7,170
7,323 7,138
7,384 7,102
7,372 6,898

7,324 7,431

7,390 7,206
7,357 7,316
7,360 7,330
7,232 7,402
7,411 7,450
7,261 7,236
7,420 7,368
6,923 7,335
7,231 7,225

7,306

7,381 7,207
7,330 7,180
7,388 7,055
7,458 7,010
7,360 7,286
7,229 7,260
7,322 7,167
7,298
7,400 7,194

7,348 7,080




Anexo 13 — Valores do PaCO, (mmHg), antes (MO) e depois (M180) do

experimento, conforme o grupo.

Grupos/momentos

sal/cont
MO M180

sallisq

MO

M180

ptx/cont

MO

M180

ptx/isq
MO M180

acc/cont

MO

M180

acclisq

MO

M180

34,6
40,0
55,3
41,9
55,7
43,0
47,5
55,7
44,0

43,8

30,2
35,0
32,6
32,5
40,5
30,5
26,0
48,9
34,0

26,3

39,0
28,5

36,0

41,0
40,2
37,8
45,2
46,3

51,5

35,0

30,5

39,0

23,6
23,6
36,3
22,2

26,2

36,0
34,1
75,8
58,0
41,5
35,2
53,2
39,5
38,6

40,3

32,0
29,5
31,4
34,9
38,4
25,7
32,2
30,0
33,7

27,9

36,1
37,9
48,8
55,9
45,6
41,4
58,6
35,0
39,1

50,2

41,4
52,0
22,3

25,2

14,0
32,8
14,1
41,4

19,5

42,7
39,5
50,0
26,6
47,3
52,4
35,5
16,5

49,9

16,2
24,4
39,0
34,5
33,2
49,2
28,3
33,4
43,3

42,1

39,9
57,0
50,4
35,4
42,7
58,5
49,1
49,4
46,8

45,7

19,3
17,0
41,8
45,0
19,6
25,1

29,9

25,3

29,9




Anexo 14 - Valores do PaO; (mmHg), antes (MO) e depois (M180) do

experimento, conforme o grupo.

Grupos/momentos

sal/cont
MO M180

sallisq
MO M180

ptx/cont
MO M180

ptx/isq
MO M180

acc/cont
MO M180

acclisq
MO M180

77,2 82,8
45,0 76,0
33,1 941
66,1 88,0
259 45,6
59,0 85,0
43,5 99,5
32,6 33,5
69,6 76,3

91,3 107,6

65,0 62,0
86,0 70,0
26,0

64,0
82,0
86,6 106,7
71,6 119,11
53,1 90,1
71,2 108,7

54,5 66,4

68,0 95,0
100,2 96,8
25,3 85,2
54,1 89,9
53,1 84,5
96,0 105,1
41,6 89,2
82,9 98,0
69,2 88,0

65,8 74,4

54,4 78,4
46,5 44,4
59,4 109,6
26,6 101,2
55,1
52,3 89,0
55,1 99,5
83,2 118,6
90,0 81,7

45,6 93,6

68,7 107,0
74,3 105,3
74,0 89,0
96,3 759
62,6 78,3
57,8 51,0
97,4 81,0
88,5 89,8
39,5 68,0

54,1

93,7 77,1
45,0 74,0
44,8 69,4
79,7 63,0
79,0 126,5
55,9 100,5
85,2 103,3
47,5
80,5 102,3

73,3 92,0




Anexo 15 - Valores do HCOj3; (nmol/L), antes (MO) e depois (M180) do

experimento, conforme o grupo.

Grupos/momentos

sal/cont sallisq ptx/cont ptx/isq acc/cont acclisq
MO M180| MO M180| MO M180, MO M180, MO M180, MO M180
244 208228 89 216 194|228 8,6 | 243 10,0 22,6 10,7
22,2 194 22,1 153 21,7 184|218 151|214 151 268 7,0
25,4 18,7 | 20,4 155 19,2 25,1 85 | 272 204 27,2 10,8
26,6 21,1 10,4 | 20,2 18,0 | 16,8 14,2 129 21,7 | 254 12,0
195 11,9 27,6 25,7 21,3 | 26,2 27,6 23,7226 124
23,1 196 26,6 10,2200 188|182 8,6 | 20,3 194 20,3 13,1
252 208 246 104 21,3 219|261 11,3 |23,0 18,0 | 22,7 11,6
198 20,5219 151 238 180|210 79 | 92 185|213

243 215|241 10,7 | 241 220|221 9,2 | 18,3 16,6 | 26,7 12,8
235 184 20,1 11,1 16,9 17,0| 233 175 19,7 | 22,8 9,2




Anexo 16 - Valores do BE (nmol/L), antes (MO) e depois (M180) do

experimento, conforme o grupo.

Grupos/momentos

sal/cont sallisq ptx/cont ptx/isq acc/cont acclisq
MO M180| MO M180| MO M180, MO M180|, MO M180| MO M180
00 44 -32 -251 35 -64|-18 -229 -0,1 -20,5| -2,3 -19,2
-24 -63  -28 -124| -34 -7,7  -3,0 -120  -36 -12,3 29 -21,3
20 -72 -65 98 66 08 -233 15 -56 34 -190
25 -40 -22,7| -48 -82 | -84 -136/|-156 -34 10 -21,1
-49 -16,9 2,6 1,5 -39 | 21 36 -09  -23 -164
47 -41 24 -20,2| -5,7 -73 | -7,7 -231| -50 -6,0 | -48 -154
13 46| 02 -198/ -35 -31 | 20 -182 -18 -8,2 | -2,1 -17,7
47 -43  -29 -13,0| -0,8 -6,3 | -43 -245 -27,7 -7,6 | -35

-02 -36  -04 -215|-04 -31 | -29 92 | -70 -102| 25 -174
-12 -76  -51 -184| -89 -94 | -12 -91 -56 | -1,9 -21,6




Anexo 17 - Valores do ctCO, (nmol/L), antes (M0O) e depois (M180) do

experimento, conforme o grupo.

Grupos/momentos

sal/cont sallisq ptx/cont ptx/isq acc/cont acclisq
MO M180 MO M180| MO M180 | MO M180| MO M180 6 MO M180

24,7 19,8 24,2 10,6 | 23,5 196 240 116 273 7,5 254 8,8

253 20,8233 16,8 23,0 18,2 250 22,3 23,1 13,2 341 7,7

31,9 19,8 21,8 25,7 19,5/30,0 8,5 28,8 21,6 32,0 13,6
28,8 21,1 12,0 | 25,8 20,0 23,8 13,8 12,6 22,7258 13,8
27,1 17,0 29,0 28,7 24,1 29,9 32,2 24,0259 10,8

24,7 205,280 91 210 16,1 21,7 6,5 |259 234 263 13,1
29,5 19,0 26,0 10,6 1 24,9 219 32,8 13,7245 17,2 27,4 13,0
26,3 27,1259 169|258 19,1 /222 53 39 191 259

269 21,7283 91 264 231 238 95 226 195|30,1 11,3

26,8 16,5243 10,5/ 18,6 16,4 28,9 98,2 22,2 126,6 10,3




Anexo 18 - Valores do O,SAT (%), antes (MO) e depois

experimento, conforme o grupo.

(M180) do

Grupos/momentos

sal/cont

MO

M180

sallisq

MO

M180

ptx/cont

MO

M180

ptx/isq

MO

M180

acc/cont

MO

M180

acclisq

MO

M180

96,3
85,7
67,1
94,3
54,7
92,8
83,3
61,9
94,2

97,4

96,5
96,3
97,9
97,1
90,3
97,0
98,2
78,9
95,8

98,0

95,3
98,2

61,9

97,3
96,9
95,7
89,9
95,7

89,2

92,4

97,2

92,0

97,3
98,3
97,1
97,9

92,2

96,1

98,2

97,4
97,9
97,3
97,6
97,5
97,9
97,6
97,9
97,8

95,9

91,3
91,5
93,6
49,0
91,8
90,5
90,3
97,1
97,2

88,2

92,6
88,2
97,7

98,1

98,3
97,5
97,9
88,9

98,2

95,3
95,1
94,5
97,5
95,0
91,0
98,1
90,7

70,6

98,0
97,9
97,2
96,6
96,9
88,4
96,8
97,3
92,7

87,6

97,9
88,6
84,5
96,6
96,6
86,3
96,9
83,7
96,2

95,4

96,1
96,7
90,9
92,4
98,7
98,1

97,7

97,7

97,0




Anexo 19 — Valores dos graus de lesao histolégicos para duodeno (D), jejuno

(J) e ileo (1), conforme o grupo.

Grupos/amostras
sal/cont sallisq ptx/cont ptx/isq acc/cont acclisq
b J I /'DJ I /'DJ I D J I|D J I D J |

1 1 13 3 3

o

1 00 4 22 2 2 1 1 2

2 1 1,0 1 3/2 0 1 2 2 4,2 1 2 2 4 3




Anexo 20 — Valores das TBARS (nmol/100mg tecido) do intestino, para

duodeno (D), jejuno (J) e ileo (1), conforme o grupo.

Grupos/amostras

sal/cont
D J I

sallisq
D J |

ptx/cont
D J |

ptx/isq
D J |

acc/cont
D J [

acclisq
D J |

0,1 0,1 0,2

0,1 0,1 03

0,0 0,0 0,1

0,0 0,0 0,0

0,2 0,3 0,2

0,0 0,0 0,0

0,0 0,0 0,0

0,0 0,3 0,0

0,0 0,1 0,0

0,1 0,1 0,1

0,1 04 0,1

0,0 0,0 0,0

0,2 0,5 0,3

0,1 0,4 0,3

0,0 0,1 0,5

0,0 0,1 0,1

0,0 0,0 0,1

0,0 0,2 0,4

0,0 0,1 0,1

0,2 0,4 0,2

0,0 0,0 0,2

03 0,1 0,1

0,0 0,0 0,1

0,101 0,1

0,0 0,0 0,0

0,1 0,0 0,1

0,0 0,1 0,0

0,2 0,1 0,0

0,0 0,1 01

0,0 0,1 0,1

0,1 0,2 0,5

0,1010,1

010104

0,0 0,0 0,2

0,0 0,0 0,0

0,0 0,2 0,0

0,0 0,2 0,0

0,1 0,0 0,0

0,2 0,2 0,3

0,0 0,0 0,2

0,0 0,0 0,1

01 0,1 01

0,0 0,1 0,2

0,0 0,0 0,0

0,0 0,0 0,1

01 0,1 0,1

0,0 0,1 01

01 0,1 01

00 0,1 01

01 0,1 0,1

0,0 0,1 0,1
0,1010.3
0,0 0,1 0,0
0,2 0,2
0,0 0,00,1
0,0 0,2 0,2
0,0 0,2 0,2
0,1 0,1 0,0
0,1 0,2 0,2

0,1 0,3 0,2




Anexo 21 — Valores do malondiadeido (MDA) plasmético (umol/L), conforme o

grupo.
Grupos

sal/cont sallisq ptx/cont ptx/isq acc/cont accl/isq
8,51 0,84 0,34 0,03
0,17 0,28 0,03 0,16 0,05 0,04
0,04 0,23 0,04 0,02 0,11
0,05 0,02 0,04 0,06 0,31 0,03
0,10 0,20 0,21 0,17 0,30 0,28
0,14 0,15 0,52 0,19 0,60 0,28
0,39 0,07 0,56 0,16 1,28 0,20
0,27 0,41 0,90 0,20 0,77 0,63
0,21 1,17 0,73 0,82 0,90

0,58 0,97 0,80 0,04 1,10




Anexo 22 — Valores do malondiadeido (MDA) do ileo (umol/L), conforme o

grupo.
Grupos

sal/cont sallisq ptx/cont ptx/isq acc/cont accl/isq
2,5 5,80 10,45 12,54 3,53 11,60
4,9 9,07 3,46 3,92 4,22 5,05
4,0 5,58 2,47 8,50 6,16 9,93
2,9 9,39 8,79 3,46 6,26 9,41
2,9 7,83 3,67 10,87 4,47 13,00
4,9 4,05 9,38 6,84 7,83 7,47
7,6 6,43 0,81 10,63 4,29 2,40
5,6 2,48 2,00 9,28 5,60 7,97
2,4 4,41 3,28 9,35 7,94 8,31

6,7 6,39 11,71 6,89 9,10 2,46
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