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SANTOS, CHM. Avaliacdo de diferentes métodos de pds-condicionamento
isquémico na prevencdo das lesGes de reperfusdo mesentérica. Campo Grande,
2016. [Tese — Programa de Pés-graduacdo em Saude e Desenvolvimento na Regido
Centro-Oeste, da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

RESUMO

O pos-condicionamento isquémico tem sido reconhecido como eficaz na prevencéo
das lesGes de reperfusdo em situacdes de isquemia e reperfusdo em varios 0rgaos e
tecidos. Entretanto, ndo esta ainda claro qual seria a melhor maneira de realiza-lo, ja
gue as publicacdes mostram grande variacdo de método no seu emprego. O objetivo
geral da pesquisa foi avaliar o efeito de dois diferentes métodos de poés-
condicionamento isquémico no processo de isquemia e reperfusdo mesentérica em
ratos; os objetivos especificos foram avaliar a eficAcia do pds-condicionamento
isquémico na protecéo local no processo de isquemia e reperfusdo mesentérica em
ratos (intestino), além de sua eficacia na prevencao de les6es de reperfusdo remota
nos pulmdes e figado. Foram estudados 30 ratos Wistar, distribuidos em trés
grupos: grupo A (10 ratos), em que se realizou isquemia (30 minutos) e reperfuséo
(60 minutos) mesentérica; grupo B (10 ratos), isquemia e reperfusao, intercalados
pelo pés-condicionamento isquémico com dois ciclos alternados de reperfuséo e
reoclusdo, de dois minutos cada; e grupo C (10 ratos), isquemia e reperfusédo,
intercalados pelo pds-condicionamento isquémico com quatro ciclos alternados de
reperfusédo e reoclusédo, de 30 segundos cada. Ao final, ressecou-se um segmento
do intestino delgado, 5cm proximalmente & valvula ileocecal, o lobo lateral esquerdo
do figado e o lobo caudal do pulmao direito para analise histoldgica. Avaliou-se 0s
resultados pela classificacdo de Chiu et al. (1970) para o intestino, Takeda et al.
(2003) para o figado e Sizlan et al. (2009) para pulmdo. Os resultados foram
submetidos a tratamento estatistico utilizando-se o teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis, estabelecendo-se nivel de significancia de p<0,05. Para tal utilizou-
se o0 programa Bioestat 5.0. A analise intestinal demonstrou médias 2,8 no grupo A,
1,4 no grupo B e 1,4 no grupo C (p<0,05 entre grupos A e B; A e C; p>0,05 entre
grupos B e C); em relacéo ao figado, obteve-se médias 1,8 no grupo A, 1,7 no grupo
B e 1,3 no grupo C (p>0,05); na andlise do pulmdo obteve-se média de leséo
tecidual um para os trés grupos (p>0,05). O pds-condicionamento isquémico foi
capaz de diminuir a lesdo diretamente produzida sobre o intestino, tanto com dois
ciclos de dois minutos quanto com quatro ciclos de 30 segundos, porém, nao foi
capaz de diminuir as lesbes a distancia no figado dos animais submetidos a
isquemia e reperfusdo mesentérica. Nao foi possivel avaliar-se a eficacia do poés-
condicionamento isquémico nos pulmdes uma vez que o0 método aqui utilizado
causou lesédo leve neste orgao.

Palavras-chave: Isquemia. Traumatismo por reperfusado. Intestino delgado. Pulmé&o.
Figado. Ratos.



SANTOS, CHM. Evaluation of different methods of ischemic postconditioning
preventing mesenteric reperfusion injury. Campo Grande, 2016. [Thesis - Graduate
Program in Health and Development in the Midwest Region of the Federal University
of Mato Grosso do Sul].

ABSTRACT

Ischemic postconditioning have been recognized as effective in preventing
reperfusion injury in situations of ischemia and reperfusion in various organs and
tissues. However, it is not clear what would be the best way to accomplish it, since
studies show wide variation method. The overall objective of this research was to
evaluate the effect of two different methods of ischemic postconditioning in the
process of mesenteric ischemia and reperfusion in rats; the specific objectives were
to evaluate the effectiveness of ischemic postconditioning on local protection
(intestine) in the process of mesenteric ischemia and reperfusion in rats, in addition
to its efficacy in preventing remote reperfusion injury in the lungs and liver. Thirty
Wistar rats were distributed into three groups: group A (10 rats), which was held
mesenteric ischemia (30 minutes) and reperfusion (60 minutes); group B (10 rats),
ischemia and reperfusion, interspersed by ischemic postconditioning with two
alternating cycles of reperfusion and reocclusion, two minutes each; and Group C (10
rats), ischemia-reperfusion process interleaved by postconditioning by four
alternating cycles of reperfusion and reocclusion of 30 seconds each. Finally, it was
resected a segment of small intestine, 5cm proximal to the ileocecal valve, the left
lateral lobe of the liver and caudal lobe of the right lung for histological analysis. We
evaluated the results by Chiu et al. (1970) to the intestine, Takeda et al. (2003) to the
liver and Sizlan et al. (2009) to the lung. The results were analyzed statistically using
the nonparametric Kruskal-Wallis test, establishing a significance level of p<0.05. For
this we used the program Bioestat 5.0. The analysis of the small bowel showed 2.8 in
group A, 1.4 in group B and 1.4 in group C (p<0.05 between groups A and B; A and
C; p>0.05 between groups B and C); in relation to the liver, there was obtained 1.8
average in group A, 1.7 in B, and 1.3 in group C (p> 0.05); the average of tissue
damage on lungs was one to three groups (p> 0.05). The ischemic postconditioning
was able to reduce the harm produced directly on the intestine, both with two cycles
of two minutes and with four cycles of 30 seconds, however, it was unable to
decrease injuries on liver in the animals subjected to mesenteric ischemia and
reperfusion process. The research was unable to evaluate the efficacy of ischemic
postconditioning on lungs, since the method of ischemia and reperfusion caused only
mild injury in all groups.

Key-words: Ischemia. Reperfusion injury. Intestine, small. Lung. Liver. Rats.
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1 INTRODUCAO

Isquemia e reperfusao (I/R), e, mais recentemente, lesdo de reperfusdo, sao
temas amplamente estudados, de maneira muito mais intensa a partir da década de
oitenta. Ao tempo em que redigimos este texto, pesquisando no portal cientifico
pubmed.gov os descritores “ischemia AND reperfusion”, encontram-se 54633
artigos. Com a pesquisa “reperfusion injury”, 49682 resultados. Entdo, por que ainda
precisamos investigar sobre este tema? Porque apesar da grande quantidade de
publicacdes e dos indiscutiveis avancos no conhecimento da fisiopatologia do
processo e da comprovagcdo de métodos capazes de minimizar seus efeitos lesivos,
ainda existem questionamentos sem resposta. Isto faz do seu estudo um grande
desafio, e cada nova publicacdo contribui um pouco mais na construcdo do
conhecimento deste complexo assunto.

A lesdo de reperfusdo ocorre em diversas situacdes, envolvendo Varios
orgaos e tecidos, apresentando, entretanto, aspectos até certo ponto comuns a
todas elas. No que se refere a isquemia mesentérica, pode ocorrer de modo abrupto
e extenso ou insidiosamente e comprometendo pequenos segmentos intestinais,
dependendo do tipo de oclusdo vascular e do nivel em que esta ocorre.
Independente da forma de apresentacdo, a isquemia mesentérica sempre foi de
dificil manejo, tanto no diagndstico quanto no tratamento.

O quadro clinico € inespecifico, 0 que exige do médico assistente a
perspicacia de pensar nesta possibilidade para que realize os exames
complementares necessarios 0 mais breve possivel, jA que o tempo € primordial
para a evolucdo do paciente. Resolvida a questdo do diagnéstico, surge o proximo
desafio: o tratamento. Quando a isquemia ja ocorreu had muitas horas e é
irreversivel, ndo resta muita duvida sobre o que deve ser feito, ou seja, a resseccao
dos segmentos intestinais comprometidos. Isto pode muitas vezes levar a uma
situacdo incompativel com a vida, quando todo o intestino delgado e grosso sao
removidos. Situacdo mais complexa, no entanto, é quando se acredita ser possivel
realizar um tratamento de desobstru¢do do vaso ocluido, por dois motivos principais.
Primeiro, porque esta definicdo € empirica, baseada em exames que néo sao exatos
e na experiéncia do médico, podendo acontecer de realizar-se a revascularizacao
num intestino que ndo mais era viavel. Segundo, porque quando a indicacdo esta

correta, a reperfusdo, embora seja etapa fundamental na resolucdo do problema,
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dard inicio a uma sequéncia de eventos danosos aos tecidos comprometidos, muitas
vezes mais agressivos do que a propria isquemia. Além disso, os produtos da
reperfusdo ndo agem exclusivamente no oOrgao alvo da isquemia, mas sim
sistemicamente, comprometendo varios érgdos distantes, o que compromete muito
as fungbes organicas do individuo que até aquele momento ja4 estava em mas
condicdes clinicas e pode agora evoluir com piora progressiva, chegando muitas
vezes ao obito.

Quando se avalia de forma genérica os avancos terapéuticos desenvolvidos
para atenuar as lesdes de reperfusdo, o maior destaque deve-se a descricdo em
1986 do pré-condicionamento isquémico (PrCl) por Murry et al. Os autores
demonstraram que a realizacdo de pequenos ciclos de I/R, precedendo a I/R
prolongadas, diminuiam a area de infarto no coracdo de cées. Esta publicacdo teve
enorme impacto no meio cientifico e originou inUmeras pesquisas semelhantes em
animais e humanos, tanto na I/R miocardica quanto em Varios outros 0Orgaos,
inclusive o intestino. Entretanto, embora este método tenha sido comprovado como
eficaz e incorporado na pratica clinica em alguns centros, quando, por exemplo, um
paciente é submetido a cirurgia cardiaca com circulagdo extracorpGrea, para a
isquemia mesentérica sua aplicabilidade é quase nula, uma vez que geralmente ao
se fazer o diagnéstico a isquemia ja esté instalada.

Portanto, especificamente na I/R intestinal, a contribuicdo cientifica de maior
relevancia surgiu em 2003 com o estudo de Zhao et al. apresentando o conceito do
pés-condicionamento isquémico (PoCl). Este método consiste na realizacdo de
ciclos curtos de reperfusdo e isquemia (R/l), logo ap6s a isquemia e precedendo a
reperfusdo propriamente dita. Esta terapéutica foi eficaz em minimizar as lesdes de
isquemia miocardica em caes e, posteriormente, foi também demonstrada em varios
outros orgaos e em diferentes animais.

Este método apresenta-se promissor porque se comprovada sua eficacia em
seres humanos, teoricamente seria aplicavel na I/R mesentérica. Isto fez com que
muitos pesquisadores concentrassem seus estudos nesta nova modalidade
terapéutica. Como dito, a analise inicial foi animadora, porque a maioria das
pesquisas comprovou a diminuicdo da lesdo tecidual com seu emprego.
Posteriormente, algumas publicagbes surgiram analisando sua eficacia a distancia,

ja que os conhecimentos da fisiopatologia do processo mostram que ndo adianta um
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bom resultado local, se os produtos da lesdo de reperfusdo comprometerem outros
Orgaos remotamente.

A quase totalidade dos estudos envolvendo o PoCl no tratamento da I/R
mesentérica tem mostrado sua eficacia, em maior ou menor proporcdo. Porém,
alguns ndo obtiveram os mesmos achados, ndo comprovando sua capacidade de
minimizar as lesbes de reperfusdo. Estas diferencas de resultados podem estar
relacionadas ao método de sua utilizacédo, jA que o numero de ciclos e a duragéo
dos mesmos é bastante variavel nos estudos até aqui publicados. Isto demonstra a
necessidade de se aprofundarem as pesquisas na tentativa de apresentar qual a
duracéo dos ciclos do PoCl e qual a quantidade destes ciclos que oferece melhor
resultado na prevencao ou diminuicao das lesdes de reperfuséo.

Dentre os érgdos que sofrem lesdo de reperfusdo remota, o pulméo € um dos
mais estudados, por ser envolvido na cascata de eventos lesivos da reperfuséo, e
por ter implicacdo direta na m& evolugcdo e Obito dos pacientes que apresentam tal
afeccdo. Todo o sangue venoso intestinal € drenado para o figado pela veia porta, o
que implica em ser este o primeiro 6rgdo a receber as substancias maléficas
formadas na reperfusédo intestinal. Assim, considerando o exposto e a falta de
estudos neste sentido, qual seja, a avaliacdo da lesdo remota pulmonar e hepatica
no processo de I/R mesentérica, torna-se de grande relevancia a realizacao desta

pesquisa.



15

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Historico

Os filésofos gregos da escola de Pitagoras haviam imaginado o universo
formado por quatro elementos: terra, ar, fogo e dgua, dotados de quatro qualidades,
opostas aos pares: quente e frio, seco e umido. A transposicdo da estrutura
quaternaria universal para o campo da biologia deu origem a concepcdo dos quatro
humores do corpo humano (REZENDE, 2009).

Na escola hipocrética, o conceito de humor era de uma substancia existente
no organismo, necessaria a manutencao da vida e da saude. Os humores eram o
sangue, a fleuma, a bile e a agua. Segundo a doutrina dos quatro humores, o
sangue era armazenado no figado e levado ao coracdo, onde se aquecia, sendo
considerado quente e umido. Acreditava-se na época que o equilibrio dos humores
era a solucéo para o restabelecimento da saude e a atuacdo do médico seria auxiliar
a natureza na restauracdo deste equilibrio. Se estivesse frio e seco, dever-se-ia
tornar quente e umido (REZENDE, 2009).

De certa forma, em relacdo a isquemia, apesar dos grandes avancos da
medicina durante mais de dois mil e quatrocentos anos dos postulados de
HipOcrates, até pouco tempo atras acreditava-se que corrigi-la simplesmente
restabelecendo-se o fluxo sanguineo seria suficiente para curar o enfermo.

Boley, Brandt e Sammartano (1997) publicaram que o primeiro a relatar a
isquemia mesentérica foi Antonio Benivieni, no final do século XV, e que somente no
século XIX foi que este assunto despertou o interesse da comunidade médica com
os relatos de Hodgson em 1815, Tiedman em 1843 e Virchow em 1847. Em 1895,
Elliot relatou o primeiro caso de um paciente que sobreviveu ao tratamento da
isquemia mesentérica. Elliot ressecou 0 segmento que apresentava gangrena e
realizou dois estomas, reconstruindo o transito intestinal posteriormente. Esta
abordagem realizada ha mais de um século é ainda utilizada em muitos pacientes
nos dias de hoje.

Apesar de varios relatos de casos de isquemia mesentérica na primeira
metade do século XX, pouco se alterou neste periodo quanto ao método diagndstico
(laparotomia) ou tratamento (ressec¢do do segmento intestinal comprometido).

Segundo Boley, Brandt e Sammartano (1997), o pessimismo da época frente a
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isquemia mesentérica ficou bem demonstrado na classica frase de Cokkinis: “A
oclusdo dos vasos mesentéricos é uma daquelas condi¢des em que o diagnostico é
impossivel, o prognéstico desesperador e o tratamento quase inutil.”

Em 1951, Klass introduziu os conceitos de que seria necessario restabelecer
o fluxo sanguineo para o intestino isquémico, mas viavel, e da importancia de se
realizar o diagnoéstico antes que a necrose estivesse estabelecida. Ele entdo tratou
um paciente com a realizacdo de embolectomia da artéria mesentérica superior, ndo
considerando necessaria a resseccao intestinal. Embora o paciente tenha morrido
apos alguns dias, a necropsia revelou intestino normal. Klass observou: “Embora os
sinais fisicos fossem pobres ou talvez totalmente ausentes, a histéria era clara e
definitiva. A dor dramatica e subita no abdémen médio que faz um homem parar
suas atividades, que o faz transpirar e sentir-se languido, e em seguida apresentar
diarreia sanguinolenta, esta sequéncia de eventos... isto indica laparotomia de
urgéncia”.

Em 1958, Shaw e Maynard Ill realizaram a primeira tromboendarterectomia
para tratamento da isquemia mesentérica aguda. Apesar destes avancos, até o final
da década de 60 a mortalidade por isquemia mesentérica era de 70% a 90%,
devendo-se a demora no diagndstico e tratamento estes elevados indices.

Sem duvida um grande avanco na histéria da isquemia mesentérica foi a
descoberta de um método diagndstico que até hoje é considerado o “padrao-ouro”, a
angiografia, descrita em 1966 por Aakhus. Posteriormente, este método passou a
ser utilizado também como apoio terapéutico pela injecdo de papaverina em casos
de isquemia arterial ndo-oclusiva.

Embora a angiografia tenha facilitado o diagnéstico e tornado possivel o
tratamento imediato de alguns casos, e, consequentemente, diminuido os indices de
mortalidade, até entdo pouco se evoluira em relagdo ao tratamento: ressecar
guando houvesse necrose e restabelecer o fluxo sanguineo quando o intestino
estivesse viavel.

Em 1986, com a publicacdo de Parks e Granger (1986a), surge entdo uma
informacdo capaz de mudar 0s conceitos vigentes até entdo e mostrar um novo
caminho a ser pesquisado na abordagem da isquemia, ndo s6 mesentérica, mas do
que viria a ser chamado Sindrome de Isquemia e Reperfusdo (MENON et al., 2005).
Estes autores demonstraram que a reperfusdo é mais lesiva do que a isquemia

isoladamente. O que na época parecia um paradoxo, ser prejudicial reoxigenar um
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orgdo ou tecido em sofrimento isquémico, foi confirmado por inUmeros outros

estudos que elucidaram a fisiopatologia do processo de I/R.

2.2 Fisiopatologia

2.2.1 Isquemia

A isquemia leva a uma série de alteragdes no nivel celular que podem
culminar com a morte das células. A auséncia de oxigénio impede a fosforilagdo
oxidativa na mitocdndria, que € a via mais eficiente de producdo de energia. Com
isto, a glicélise anaerdbia torna-se o meio de obtencdo de energia, e, sendo menos
eficiente, ndo é adequada para a reposicdo do trifosfato de adenosina (ATP)
consumido. A diminuicdo de ATP prejudica o transporte ativo de ions através da
membrana, levando a um acumulo de sddio e agua no interior da célula, com
consequente edema (PARKS; GRANGER, 1986b).

A isquemia determina ainda um aumento da permeabilidade ao calcio,
promovendo sua entrada na célula. O aumento do célcio intracelular, potencializado
pela diminuicdo de seu transporte ativo para 0 meio extracelular, dependente de
ATP, apresenta varios efeitos deletérios: alteracdo da forma da célula por contracéo
de seu esqueleto; ativacdo de fosfolipases, com consequente liberacdo de
metabdlitos do &cido aracddnico a partir da membrana celular e das organelas e
producao de radicais livres (CARDEN; GRANGER, 2000).

As células endoteliais e os leucdcitos, elementos fundamentais na lesdo de
reperfusdo, sdo afetados ja na isquemia, sofrendo altera¢cdes que se intensificardo
na reperfusdo. Quando expostas a hipdxia, as células endoteliais alteram seu
citoesqueleto e suas formas, gerando pequenos poros intercelulares e determinando
um aumento da permeabilidade endotelial, podendo levar a formacdo de edema
tecidual (CERQUEIRA; HUSSNI; YOSHIDA, 2005).

A degradacao dos estoques de ATP para a producédo de energia durante a
isquemia leva a uma elevacdo da concentracdo de monofosfato de adenosina
(AMP). Este é catabolizado em adenosina, inosina, e entdo, hipoxantina. A
hipoxantina serve como um substrato purino oxidavel para a xantina-desidrogenase
ou oxidase, e, paralelamente, ha a conversédo de xantina-desidrogenase em xantina-

oxidase. Esta conversdo se faz de maneira irreversivel, por meio de proteases
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ativadas pelo célcio, ou de maneira reversivel, pela oxidagdo de grupos sulfidrila.
Assim, durante a isquemia temos a formacao principalmente de hipoxantina e
xantina-oxidase, que tém papel fundamental durante a reperfusédo desencadeando o
processo de formacdo dos radicais livres (HANGLUND; BULKLEY; GRANGER,
1987; PARKS; GRANGER, 1986b; SCHANAIDER; PERROTTA; MADI, 1991).

2.2.2 Radicais livres

Os radicais livres (RL) sdo agentes oxidantes caracterizados como espécies
atbmicas ou moleculares que possuem um ou mais elétrons desemparelhados na
sua Orbita externa, tornando-as espécies altamente reativas que agem como
eletréfilos (CERQUEIRA; HUSSNI; YOSHIDA, 2005).

Os radicais livres de oxigénio (RLO) séo produzidos naturalmente em nosso
organismo através de processos metabdlicos oxidativos e, muitas vezes, sdo de
extrema utilidade, como nas situacdes em que h& necessidade de ativacdo do
sistema imunolégico (como exemplo, os macréfagos utilizam o peréxido de
hidrogénio para destruir bactérias e outros elementos estranhos); na desintoxicacéo
de drogas; e na producdo do fator relaxante derivado do endotélio, o éxido nitrico,
extremamente importante nos processos que desencadeiam o relaxamento dos
vasos sanguineos (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

Os RL séao liberados durante a producéo de energia, estdo envolvidos com a
fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizacdo intercelular e sintese de
substancias biolégicas. No entanto, em excesso, apresentam efeitos prejudiciais,
tais como a lipoperoxidagdo, agressdo as proteinas e ao DNA (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006).

Conforme Schneider e Oliveira (2004), o oxigénio que respiramos €
metabolizado em nosso organismo da seguinte maneira: aproximadamente 85% a
90% sao utilizados pela mitocondria, através da cadeia de transporte de elétrons, e
0s 10% a 15% restantes séo utilizados por diversas enzimas oxidases e oxigenases
e também por reacdes quimicas de oxidacado direta. Na parte terminal da cadeia de
transporte de elétrons, a enzima citocromo oxidase remove um elétron de cada uma
das quatro moléculas reduzidas de citocromo c, oxidando-as, e adiciona os quatro

elétrons ao oxigénio para formar agua (em torno de 95% a 98% dos 85% a 90%
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citados acima). Os dois a cinco por cento restantes sdo reduzidos univalentemente
em metabdlitos denominados espécies reativas de oxigénio (ERO).

Sob condigBes fisiolégicas normais, a maioria das ERO (em inglés, ROS:
“‘Reactive Oxygen Species”) € produzida na cadeia respiratéria mitocondrial, onde
95% a 98% do oxigénio consumido € reduzido a agua e o restante utilizado na
formacdo de ERO. A molécula de oxigénio pode aceitar um total de quatro elétrons
para ser reduzida a duas moléculas de agua, mas pode, também, ser reduzida por
um elétron por vez, levando a producédo de ERO (CARDOZO, 2008).

O termo “Espécies Reativas de Oxigénio” inclui além dos RLO (como o radical
superoxido e o radical hidroxila), espécies ndo-radicais como, por exemplo, peréxido
de higrogénio (H202), mensageiro secundario na transducdo de sinal intra e extra-
celular, o acido hipocloroso (HOCI), agente oxidante produzido por neutrofilos e o
oxigénio singlete, uma forma altamente reativa do oxigénio (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006).

2.2.3 Reperfusdo

Os RLO implicados na lesédo de reperfusdo sdo: anion superoxido, o radical
hidroxila, o peroxido de hidrogénio e o oxigénio singlete (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006). O peréxido de hidrogénio ndo se constitui em um radical, pois néao
apresenta elétron livre em sua 6rbita. Desta forma, a maneira mais correta de se
referir a essas substancias € denominando-as espécies reativas toxicas do oxigénio
(ERTO) (HALLIWELL, 1991).

A xantina-oxidase depende do oxigénio para a metabolizacdo da hipoxantina
em xantina e radical superoxido. A enzima superoxido-dismutase catalisa a
conversdo do superoxido em peroxido de hidrogénio, enquanto a enzima catalase
converte o peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio. Na presenca de ions ferro ou
cobre pode haver a conversdo do peroxido de hidrogénio em radical hidroxila
(CERQUEIRA; HUSSNI; YOSHIDA, 2005; HALLIWELL, 1991).

As ERTO podem lesar qualquer componente bioquimico da célula, mas os
lipideos, proteinas (tanto estruturais quanto enzimaticas) e acidos nucléicos sao
seus principais alvos. Como apresentam grande reatividade, as ERTO interagem
com as primeiras estruturas que encontram, em geral os fosfolipides da membrana

celular ou das membranas das organelas. A reacdo das ERTO com os &cidos
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graxos poliinsaturados da membrana celular leva a formagdo de varios radicais
lipidicos (peroxidos lipidicos, hidroperoxidolipidicos, conjugados dienos e
malondialdeido), em uma cadeia de reacbes que culmina com a disfuncdo da
membrana e lise celular. Essa peroxidacéo lipidica também promove ativacdo da
fosfolipase A2 que, atuando sobre fosfolipides da membrana celular, libera acidos
graxos que sdo metabolizados pela ciclo-oxigenase, gerando prostaglandinas e
tromboxana, ou pela lipo-oxigenase, gerando os leucotrienos. Além das lesdes
diretas sobre as células as ERTO participam junto com outros mediadores, tais como
tromboxana Az, leucotrienos e fator de ativacdo plaquetaria, de interacdes entre
leucécitos e o endotélio, que provocam aumento da permeabilidade capilar e lesédo
tecidual (RUIZ-MEANA; GARCIA-DORADO, 20009).

2.3 Espécies reativas toxicas de oxigénio e pré-condicionamento isquémico

A partir destes conhecimentos, uma incessante busca por um meio de se
prevenir ou minimizar os efeitos deletérios da I/R tem sido empregada por
pesquisadores em todo o mundo.

Considerando que a xantina-oxidase age como mediadora na formagéao das
ERTO durante a reperfusdo, tanto sua formacdo quanto o controle de sua
concentracdo tecidual e de seus substratos sdo fatores que podem ser bloqueados
na tentativa de se evitar a acdo das ERTO na patogénese da lesédo por I/R. Assim,
quaisquer fatores que possam controlar a conversdo de xantina-desidrogenase em
xantina-oxidase, ou 0s substratos necessarios a esta conversdo, poderiam ser
considerados mecanismos aptos a proteger os tecidos da lesdo de I/R
(CERQUEIRA; HUSSNI; YOSHIDA, 2005). E o que provavelmente ocorre quando se
realiza o PrClI.

Pré-condicionamento isquémico é definido como um ou mais curtos periodos
de isquemia com reperfusdo intermitente visando proteger os tecidos dos efeitos
maléficos de uma isquemia mais prolongada e sustentada. O conceito de PrCl foi
introduzido na literatura por Murry, Jennings e Reimer em 1986. Estes autores
descreveram o efeito benéfico de curtos periodos de oclusdo coronaria seguidos
também por curtos periodos de reperfusdo, antes de se iniciar a fase de isquemia
propriamente dita, observando reducdo na lesdo miocardica isquémica em caes.

Este efeito protetor foi posteriormente descrito em outros 0rgdos como intestinos,
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rins, figado, cérebro, medula espinhal, retina e musculo esquelético (COSTA;
FONTES-CARVALHO; LEITE-MOREIRA, 2013).

Existem evidéncias de que o PrCl atenua os efeitos da I/R pela reducdo do
estresse oxidativo, da apoptose, da conversdo da xantina-desidrogenase em
xantina-oxidase e da adesao leucocitaria (MALLICK et al., 2005). Alguns autores
relacionam também este efeito protetor com a acdo isolada ou sinérgica da
norepinefrina, bradicinina e alguns opidides. Estas substancias ligam-se aos
receptores de superficie das células, promovendo ativacdo e translocacdo da
proteina C-quinase, e, finalmente, a abertura dos canais de potassio mitocondriais
e/ou sarcolemais (DICKSON et al., 2002).

A ativacdo dos neutrdéfilos € responsavel pelo desenvolvimento de disfuncéo
celular pos-isquémica, o que tem levado a realizacdo de pesquisas para avaliar o
potencial de inibicdo da adeséo leucécito-endotelial celular como uma das possiveis
abordagens na prevencéao das lesdes de reperfusao (YAMAGUCHI et al., 2002).

Alguns autores acreditam que a protecdo do estresse oxidativo pode ser
considerada como um mecanismo de acdo do PrCl. Neste sentido, sabe-se que o
oxido nitrico, um dos mediadores que ativa a resposta ao PrCl, tem a capacidade de
inibir a acdo da xantina-desidrogenase e xantina-oxidase. Esta inibicdo pode ser
mediada pela ligacdo direta com a enzima ferro sulfarico ou com as do grupo
sulfidrila. O fato do éxido nitrico poder agir como inibidor da transformacdo de
xantina-desidrogenase em xantina-oxidase pode ser a explicacdo do seu poder
protetor observado no PrCI. O bloqueio da sintese do 6xido nitrico pode inibir parte
da protecdo oferecida por este processo, o que reforca a hipotese de sua
importancia como um dos mediadores implicados na resposta ao PrCl (COSTA;
FONTES-CARVALHO; LEITE-MOREIRA, 2013).

O PrCl reduz a extensdo da conversdo de desidrogenase em oxidase,
indicando que um dos mecanismos do PrCl pode ser a inibicdo da conversao de
xantina-desidrogenase em xantina-oxidase (SANADA; KOMURO; KITAKAZE, 2011).
Chu et al. (2015), relataram que a protecdo frente ao insulto isquémico ocorre
apenas se houver uma quantidade grande o suficiente de adenosina para gerar
oxido nitrico, e uma quantidade de xantina baixa o suficiente para ndo remover o
oxido nitrico gerado.

A estimulacdo dos receptores de adenosina Ai durante o PrCl aumenta a

atividade da fosfolipase C. Este aumento, por sua vez, induz a formacédo de
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diacilglicerol, promovendo a translocacdo e ativacdo da fosfoquinase C nas
membranas celulares. Posteriormente, esta ativacdo da fosfoquinase C pode
também ocorrer quando receptores de adenosina estdo repopulados durante
isquemia prolongada. Considerando que este esquema indica que a adenosina
serve como iniciador do PrCl, outros mecanismos podem também contribuir,
incluindo ativacé@o de receptores alfa-1-adrenérgicos, bradicinina, opidides, oxidantes
e oOxido nitrico. Apesar dos conhecimentos quanto a ativacdo dos receptores de
adenosina e da fosfoquinase C no PrCl, os efeitos que se seguem a estas acdes sado
ainda incertos. Acredita-se que a ativacdo de canais de potassio possa agir como
efetor celular no coracédo (CHU et al., 2015).

Estas observacfes sdo importantes porque indicam que além da protecao
contra os efeitos deletérios da isquemia, a capacidade do PrCl de induzir alteracbes
celulares também pode prevenir o recrutamento de leucécitos para os tecidos
isquémicos, podendo assim limitar os efeitos do componente reperfuséo na leséo
por I/R, o qual é primariamente dependente de leucdcitos no intestino delgado e em
outros 6rgaos (ERLING et al., 2013).

Uma das bases do mecanismo quimiosmotico de transducdo de energia é a
impermeabilidade da membrana mitocondrial interna a solutos que n&o sejam
dotados de sistemas especificos de transporte. A impermeabilidade da membrana
pode ser afetada por acdo das ERTO na membrana mitocondrial ou em decorréncia
da transicdo de permeabilidade da mesma. A transicdo de permeabilidade
mitocondrial é um fenémeno caracterizado por aumento nao seletivo da
permeabilidade da membrana mitocondrial interna, mediada por célcio e outros
agentes indutores, dentre eles, ERO. A presenca de célcio na matriz mitocondrial € o
requisito mais importante para a inducdo da permeabilidade da membrana. Tem-se
observado que sob determinadas condi¢cdes, ocorre aumento de permeabilidade das
mitocondrias seguido de intumescimento osmotico na matriz e muitas evidéncias
apontam para a participagdo das ERTO neste processo (KALOGERIS; BAO,;
KORTHUIS, 2014). Estudos experimentais demonstraram que em presenca de
calcio o grupo que sofre isquemia tem intumescimento osmotico mitocondrial mais
acentuado, tanto em relagcdo a controles como aos grupos com PrCl, sugerindo
possivel participagdo de ERTO na inducdo do processo, que por sua vez seria
prevenido pelo PrCl, diminuindo a formagdo dessas espécies por mecanismos
protetores mitocondriais (CASTRO e SILVA Jr et al., 2002).
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Tem sido demonstrado que a exposi¢cdo a baixas concentracées de ERTO
pode reproduzir os efeitos benéficos do PrCl em modelos experimentais de I/R
miocardica (ZHOU; CHUANG; ZUO, 2015). Esta pode ser também a explicacao para
os efeitos sistémicos do PrCl na prevencao de lesdo a distancia. Varias situacdes
clinicas onde ocorre isquemia seguida de reperfusdo como infarto agudo do
miocardio, isquemia intestinal, transplantes de 6rgaos, etc., embora tratados
adequadamente do ponto de vista de manter a viabilidade do orgédo afetado,
resultam em 6bito do paciente. Acredita-se que os efeitos sistémicos das ERTO, em
altas doses, contribuem de forma consideravel para o aumento da morbidade e
mortalidade nestes casos.

Assim, sabemos que o PrCl tem importante papel na prevencdo das les6es
de I/R. Entretanto, quando avaliamos sua acao especificamente sobre 0s intestinos,
seu beneficio fica limitado a poucas situagbes clinicas, como em casos de

transplante intestinal e circulacdo extracorpérea.

2.4 Tratamento farmacoldgico da Sindrome de isquemia e reperfusao

Paralelamente as tentativas de tratamento da Sindrome de Reperfusdo com o
PrCl, muitos autores tem buscado opc¢fes farmacoldgicas que possam alcancar os
mesmos ou melhores resultados. HA uma série de medicamentos empregados
experimentalmente com este fim, alguns com bons resultados, porém, nenhum que
se destacasse a ponto de ser incorporado na pratica clinica.

Kumamoto et al. (1997) utilizaram aminossalicilatos administrados por via
intestinal de ratos e observaram um efeito positivo na prevencao da lesao de I/R,
porém, utilizando tempo muito reduzido de isquemia.

Biondo-Simdes et al. (2000) estudaram o uso de eritromicina administrada
previamente a I/R mesentérica em ratos e observaram nao haver beneficio utilizando
tal substancia em relagao ao grupo controle.

Estudando a L-arginina como protetor da injuria tecidual na I/R intestinal,
Ward et al. (2000) obtiveram menor leséo tecidual em comparacdo com 0 grupo
controle. Também Guo et al. (2000) estudaram a L-arginina e observaram um
aumento na produgao de oxido nitrico e consequente redugao da injuria pos-

isquemia e reperfusao intestinal. De maneira oposta, Khanna et al. (2000) afirmaram
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que o oxido nitrico apresenta fundamental participagao na I/R, estando o aumento
de seus niveis relacionados a proporcional aumento na injuria tecidual.

Klotz et al. (2001) comprovaram que a papaverina pode ser utilizada na
vasodilatacdo mesentérica pacientes com isquemia mesentérica, mas sua eficacia é
parcial. Eker et al. (1999) também relataram um caso de paciente com boa resposta
a papaverina em isquemia mesentérica nao-oclusiva apds revascularizagao
miocardica com circulagao extra-corpérea, enquanto Caleb (2001) aplicou 0 mesmo
tratamento em trés pacientes em iguais situacdes e todos foram a 6bito.

No Brasil, Macarenco et al. (2001) constataram que o extrato de Ginkgo-
biloba e amido hidroxietilico hiperténico ndo oferecem protecdo tecidual na I/R
intestinal em ratos.

Santos et al. demonstraram em 2003 que o Propofol foi capaz de minimizar
as lesdes de I/R mesentérica em ratos, em trabalho no qual submeteram os animais
a isquemia durante 30 minutos por oclusao da artéria mesentérica cranial seguida de
reperfusao por 60 minutos. O mesmo farmaco teve sua eficacia comprovada neste
processo em 2008, conforme publicacdo de Liu et al., na qual os autores
submeteram ratos a I/R intestinal.

A ketamina foi também avaliada com este proposito (CAMARA et al., 2008)
em estudo no qual ratos foram submetidos a I/R intestinal observou-se menor grau
de leséo tecidual em comparacao ao grupo controle.

Em 2008, Cerqueira et al. demonstraram que a pentoxifilina foi eficaz na
protecdo tecidual em ratos sob I/R intestinal. A pentoxifilina associada a solu¢ao
salina também apresentou bons resultados na prevencao da lesdo de reperfusdo em
ratos submetidos a I/R (MARQUES et al.,, 2014). Este farmaco ja havia sido
empregado anteriormente por Hammerman et al. (1999) em estudo experimental
também com resultados semelhantes.

A emulséo lipidica 6mega-3 (ARISUE et al., 2012), o remifentanil (CHO et al.,
2013) e o anticorpo anti-fator de necrose tumoral alfa Infliximabe (AKDOGAN et al.,
2014) também apresentaram efeito protetor no intestino de ratos submetidos a I/R.
Outros estudos observaram a eficacia da citrulina (LAl et al., 2015), de o0z0nio
intraperitoneal (ONAL et al., 2015), e da melatonina (OZBAN et al., 2015) na I/R
intestinal de ratos.

Além da avaliagdo dos farmacos na protecdo a lesdo de reperfuséo intestinal,
também a lesdo remota foi objeto de estudo. Em 2015, Jiang et al. avaliaram o
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ginsenosideo no processo de I/R mesentérica, observando que este foi capaz de
diminuir a lesdo de reperfusdo intestinal, bem como amenizar a lesdo pulmonar
remota. Outra publicacdo avaliou a protecdo pulmonar com I/R intestinal em ratos,
mostrando que a curcumina tem efeito anti-oxidante e anti-inflamatério remoto (FAN
et al., 2015). Com objetivo semelhante, Zhao et al. (2014) comprovaram a protecao

pulmonar em ratos submetidos a I/R mesentérica com o uso de propofol.

2.5 Pos-condicionamento isquémico

Muitos avancos tém sido alcancados em estudos experimentais na busca de
um farmaco capaz de prevenir as lesdes de I/R, para utilizacdo nas situacdes acima
descritas. Porém, até o momento ndo ha estudos que permitam a utilizacdo destes
farmacos com esta finalidade em seres humanos.

Com esta lacuna ainda a ser preenchida no tratamento da I/R, e,
considerando os grandes beneficios demonstrados com o PrCl, alguns autores tém
utilizado com sucesso o PoCl (LIM et al.,, 2007; SCHIPKE et al., 2006; VINTEN-
JOHANSEN, 2007; ZHAO et al., 2003).

O PoCI consiste na realizacdo de um ou mais ciclos curtos de reperfusao
seguidos por um ou mais ciclos curtos de isquemia, imediatamente apés a fase de
isquemia e antes de ocorrer a reperfusdo permanente. Este conceito foi introduzido
em 2003 por Zhao et al. em publicacdo onde demonstraram que o PoCl foi tdo eficaz
qguanto o PrCl na prevencéo de lesao tecidual em cédes submetidos a I/R miocérdica.
Este estudo levou a outros trabalhos que de forma semelhante tém demonstrado a
capacidade do PoCl de prevenir as lesdes de I/R, tanto quanto o PrCl (SCHIPKE et
al., 2006).

Curtos e repetidos periodos de reperfusdo realizados no PoCl estédo
relacionados com baixos niveis de malondialdeido, sugerindo atenuacdo da
peroxidacao lipidica e reducdo da producdo de anions superoxido. O PoCl pode
limitar a oferta de oxigénio, que atua como substrato da producdo de ERTO, e,
assim, atenuar a lesao celular de reperfusdo. Desta forma, uma diminuicdo na
producdo de ERTO pode reduzir a ativacdo endotelial e a adesédo de
polimorfonucleares (ZHAO et al., 2003).

Além disso, o PoCl pode também agir de forma mecéanica durante a

reperfusdo. O aumento da pressdo na parede do vaso, que ocorre de maneira
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abrupta na reperfusdo, pode causar injuria tecidual e edema pelo estiramento
endotelial e aumento do extravasamento liquido para o parénquima tecidual
(HALLDORSSON et al., 2000). Uma gradual restauracdo da pressdo sobre o
endotélio na reperfusdo reduz a injuria microvascular, o tamanho do infarto e o
edema tecidual (SATO et al.,, 1997). O PoCl pode agir na modulacdo das forcas
hidrodinAmicas durante a reperfusdo e assim diminuir o edema e a injuria endotelial
(VINTEN-JOHANSEN, 2007).

Dentre as varias possiveis formas de atuacdo do PoCl na protecéo contra as
lesbes teciduais por I/R estdo a reducdo do estresse oxidativo e do acumulo de
neutroéfilos, da disfuncado endotelial e a atenuacdo da apoptose e do acumulo de
calcio mitocondrial (KERENDI et al., 2005). No PoCl ocorre ainda a ativacdo dos
canais de potassio-ATP mitocondriais, inibindo o aumento de permeabilidade
mitocondrial (LIM et al., 2007), e, consequentemente, prevenindo a producdo de
peréxido e a deplecao de glutatido (COUVREUR et al., 2006).

Sun et al. (2005) também acreditam que a protecao oferecida pelo PoCl é
decorrente da diminuicdo da producdo das ERTO, da reducdo da peroxidacao
lipidica e do acumulo intracelular e mitocondrial de calcio. Estes autores
demonstraram que in vitro, mesmo na auséncia de células inflamatérias, ocorre
aumento da producdo de ERTO durante a reoxigenacdo e que esta producdo é
menor quando se realiza o PoCl.

Staat et al. (2005) e Darling et al. (2007) ja demonstraram os efeitos benéficos
do PoCl em seres humanos, realizando reperfusédo intermitente durante angioplastia
em pacientes com infarto agudo do miocardio, tendo observado reducéo da injaria
miocardica. Jin et al. (2007) confirmaram haver beneficio em se utilizar o PoCl em
operacOes de troca de valvula cardiaca. Também Loukogeogarkis et al. (2006)
realizaram estudo experimental em seres humanos em que provocavam isquemia
transitoria no membro superior seguida de reperfuséo, observando efeito protetor do
PoCl. Estes autores também demonstraram que 0s primeiros momentos da
reperfusdo sao fundamentais para a protecdo endotelial. Luo et al. (2007) utilizaram
o PoCl em criancas operadas por tetralogia de Fallot e observaram melhores
resultados em relacdo ao grupo controle. Thibault, Piot e Ovize (2007), em artigo de
revisdo sobre o uso do PoCl em seres humanos, concluiram que este poderia ser

um grande avango no tratamento do infarto agudo do miocardio.
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Na I/R miocérdica ja esta bem estabelecido que a protecdo oferecida pelo
PoCl ndo é acidental, resultado de um Unico estudo, ou exclusiva de um modelo
experimental ou espécie animal, uma vez que tem sido demonstrada sua eficacia em
cardiomiécitos isolados, coracdes isolados, em coragbes in situ de ratos,
camundongos, coelhos, porcos e caes (SCHIPKE et al., 2006). Isquemia cardiaca
(COUVREUR et al., 2006; CSEREPES et al., 2007; DARLING et al., 2007; JIN et al.,
2007; KERENDI et al., 2005; LIM et al., 2007; LUO et al., 2007; SASAKI et al., 2007,
STAAT et al.,, 2005; SUN et al., 2005; THIBAULT; PIOT; OVIZE, 2007; VINTEN-
JOHANSEN, 2007; ZHAO et al., 2003), renal (LIU et al., 2007), cerebral (REHNI e
SINGH, 2007) e da medula espinhal (HUANG et al., 2007) também ja foram tratadas
de forma eficaz por este método. Na I/R mesentérica, Santos et al. apresentaram em
2008 os resultados positivos do PoCl na diminuicdo das les6es de reperfusdo em
ratos submetidos a I/R mesentérica.

Em outro estudo, Santos et al. (2009) propuseram avaliacdo do PoCl
utilizando-se de ciclos de reperfusdo e isquemia (R/I) mesentérica (trés ciclos
alternados de dois minutos cada), apds a isquemia de 30 minutos, e antecedendo a
reperfusdo de 60 minutos. Os resultados encontrados neste trabalho demonstraram
gue o PoCl também exerceu efeito protetor. Porém, em 2010, Bretz et al,
publicaram estudo cujo objetivo era determinar se o PoCl poderia realmente atenuar
a injuria causada pelo processo de I/R. Foram avaliados coelhos (n=6), sendo
divididos em grupo controle (1), grupo I-R (2), Grupo I-R com PoCl. A I/R foi
realizada por 45 minutos de oclusdo de segmento da artéria jejunal, seguida de duas
horas de reperfusdo. O PoClI foi realizado com quatro ciclos de 30 segundos de
reperfusdo e 30 segundos de reoclusdo, durante os quatro minutos iniciais da
reperfusdo. Ao final da reperfusdo, segmentos do intestino foram colhidos e os
animais submetidos a eutanasia. A avaliagdo histopatologica semiquantitativa foi
realizada por um unico observador. Os resultados foram de que ndo houve diferenca
significativa no grau de necrose entre 0s grupos.

Recentemente, Nakamura et al. (2014) também n&o observaram efeito
protetor do PoClI na I/R mesentérica. Estes autores aplicaram o PoCl por meio de
cinco ciclos de R/l com duracéao de 30 segundos cada.

A maioria das publicacbes com a utilizagdo do PoCl mostrou eficicia do
método na prevencao ou diminui¢do das lesGes de reperfuséo tanto intestinais como

em outros o6rgdos, mas como apresentado acima, existem algumas poucas
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divergéncias. Isto pode dever-se ao fato de que os estudos sdo heterogéneos,
utilizando diferentes animais, estudando diferentes oOrgdos, e, principalmente,
empregando o PoCl de maneiras muito diversas, com numero de ciclos e duracéo
dos mesmos diferentes. Acrescenta-se a isso as diferencas quanto ao tempo de I/R
empregados.

Isto significa que embora a maior parte das evidéncias existentes até o
momento apontem para a eficacia do PoCl, em especial na I/R mesentérica, deve-se
ainda investigar qual o melhor método de aplicacdo do mesmo, porque pode haver

diferencga no resultado de acordo com o numero e duracao dos ciclos de R/I.

2.6 Efeito do pos-condicionamento isquémico na lesdo de reperfusdo a

distancia

A interrupcdo do fluxo sanguineo para um determinado 6rgdo seguida de
reperfusdo provoca danos locais e a distancia, principalmente devido a liberacao de
ERTO (THOMAZ NETO et al., 2013). Da mesma forma, o PrCl e PoCI atuam sobre
0 Orgdo primario e sobre os 6rgaos distantes, por vias humorais ou neurais que
promovem efeitos sistémicos (HAUSENLOY; YELLON, 2009; SU et al., 2009).

Estudos experimentais tém sugerido que o PoCl protege contra a lesao
endotelial em seres humanos e pode oferecer protecdo significativa em varios
orgdos, ndo s6 o coracdo. Niu et al. (2014), em recente andlise de estudos
randomizados com metanalise, concluiram que o PoCl foi eficaz na prevencao de
lesédo miocardica remota em pacientes com stents coronarianos.

Crimi et al. (2013) realizaram o PoCl remoto pela oclusdo e reperfusao
vascular de membro inferior em pacientes com infarto agudo do miocérdio e, quando
comparados ao grupo controle, estes pacientes apresentaram menor area de infarto
e menor elevacao das enzimas cardiacas, sugerindo uma acgao protetora a distancia.
Também pesquisando o efeito do PoCI remoto, Garbaisz et al. (2013) realizaram I/R
de membro inferior de ratos, avaliando as repercussfes pulmonares com e sem
PoCl, constatando que este método foi capaz de diminuir a leséo de reperfuséao.

Deftereos et al. (2013) também avaliaram a agcédo remota do PoCl. Os autores
avaliaram pacientes submetidos a procedimento coronariano percutaneo e

observaram que os pacientes do grupo PoCl apresentaram menor proporgéo de
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insuficiéncia renal aguda quando comparados ao grupo controle com diferenca
estatisticamente significativa.

Embora ja existam muitas evidéncias da eficacia do PoCl agindo a distancia
de varios orgados submetidos a I/R, a maioria das publicacdes sdo voltadas a
isquemia coronariana. Na literatura pesquisada, apenas Onody et al. (2012)
pesquisaram o efeito do PoCl no figado apds I/R mesentérica, demonstrando
eficacia do método, porém, sem demonstracéo histolégica como tem sido realizado
pela maioria dos autores.

Algumas pesquisas sobre a acdo remota do PoCl sobre o pulméo ja foram
publicadas (LIM; HAUSENLOY, 2012). Nao ha, entretanto, até o presente momento,
publicacdo de estudos visando avaliar este método apds a I/R mesentérica.

A via humoral é diretamente envolvida neste processo. A ativacdo de
adenosina (KERENDI et al.,, 2005; PELL et al.,, 1998; TAKAOKA et al., 1999;
TSUBOTA et al., 2010), bradicinina-2, opidides (DICKSON et al., 2002; PATEL et al.,
2002; ZHOU et al.,, 2011), eritropoetina (DIWAN et al., 2008), receptores de
angiotensina-1 (SINGH; CHOPRA, 2004), prostaglandinas e as vias de sinalizacao
associadas tem sido implicados na mediacdo do efeito protetor do condicionamento
remoto. No entanto, se estas substancias enddgenas sdo geradas no érgao alvo e
transportadas aqueles condicionados remotamente, isto permanece desconhecido.

A resposta sistémica apresentada pelo PoCl ocorre envolvendo a modulagéo
de células imunes, quer a nivel de pos-traducdo ou por meio de regulacdo da
transcricdo (SAXENA et al., 2010). A analise de amostras de sangue obtidas a partir
de voluntarios humanos saudaveis sujeitos a breve isquemia do antebraco revelou
supressdo de genes que codificam para proteinas pré-inflamatérias envolvendo
quimiotaxia de leucécitos, a adeséo, migracdo, e a exocitose, bem como respostas
de imunidade inata, a sintese de citocinas, e a apoptose. Por outro lado, os genes
anti-inflamatérios como a calpastatina foram regulados positivamente
(KONSTANTINOV et al., 2005). As alteracdes desse perfil de expressdo génica
estdo correlacionadas com alteragBes funcionais em leucécitos humanos que podem
ser encontradas até 10 dias ap6s o PoCl (SHIMIZU et al., 2010).

Assim, frente as varias evidéncias de efeito protetor do PoCl a distancia em
muitas situacbes de I/R, porém, faltando ainda pesquisa especifica do seu efeito

protetor pulmonar na I/R mesentérica, além do aprofundamento dos conhecimentos
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sobre sua acdo no figado em tal circunstancia, justifica-se a presente pesquisa

visando elucidar esta lacuna nos conhecimentos cientificos deste processo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito de dois diferentes métodos de pds-condicionamento

isquémico no processo de isquemia e reperfusdo mesentérica em ratos.

3.2 Objetivos especificos

Para a construcdo do objetivo geral, comparando-se dois diferentes métodos
de pos-condicionamento isquémico, foram estabelecidos os seguintes objetivos
especificos:

a) avaliar a eficicia do pds-condicionamento isquémico na protecao local

no processo de isquemia e reperfusdo mesentérica em ratos.

b) avaliar a eficacia do poés-condicionamento isquémico na protecao

hepatica de ratos submetidos a isquemia e reperfusdo mesentérica.

C) avaliar a eficacia do pdés-condicionamento isquémico na protecdo

pulmonar de ratos submetidos a isquemia e reperfusdo mesentérica.
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4 METODO

4.1 Aprovacéo pelo Comité de Etica

Foram seguidas as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA) e o estudo foi aprovado pelo Comissdo de Etica no Uso de Animais da

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, pelo certificado 594/2014 (anexo).

4.2 Animais estudados

Foram estudados 30 ratos (Rattus norvegicus albinus, Rodentia, Mammalia),
da linhagem Wistar, machos, adultos, com peso variando de 270 a 350 gramas,

provenientes do Biotério da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

4.3 Grupos constituidos

Os animais foram distribuidos nos seguintes grupos (figura 1):

- Grupo A - Isquemia e Reperfuséo (I/R):

Dez ratos submetidos a isquemia intestinal por 30 minutos por oclusao da
artéria mesentérica cranial com clampe vascular (Pin¢ca Bulldog De Bakey, delicada,
curva, 5cm, EDLO®), seguida por reperfuséo de 60 minutos, pela retirada do clampe.

- Grupo B — Pds-condicionamento isquémico 1 (PoCl-1):

Dez ratos submetidos ao procedimento de isquemia durante 30 minutos por
oclusdo da artéria mesentérica cranial com clampe vascular e reperfusdo por 60
minutos. Entre a isquemia e a reperfuséo foram realizados dois ciclos de reperfuséo
(dois minutos cada) intercalados com dois ciclos de isquemia (dois minutos cada).

- Grupo C — Pgs-condicionamento isquémico 2 (PoCI-2):

Dez ratos submetidos ao procedimento de isquemia durante 30 minutos por
oclusdo da artéria mesentérica cranial com clampe vascular e reperfusdo por 60
minutos. Entre a isquemia e a reperfusdo foram realizados quatro ciclos de
reperfusdo (30 segundos cada) intercalados com quatro ciclos de isquemia (30

segundos cada).
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Grupo B
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Figura 1 — Demonstracdo esquemaética dos periodos de isquemia e reperfusdo nos
grupos A, B e C (os numeros correspondem ao tempo; em azul —
isquemia; em vermelho — reperfuséo).

4.4 Anestesia

Os animais foram pesados em balanca eletronica de precisédo (Callmex® —
modelo Q510) e anestesiados com injecdo intraperitoneal de solucdo de 2:1 de
Cloridrato de Cetamina (Cetamin®), 50mg/mL, e Cloridrato de Xilazina (Xilazin®),
20mg/mL, respectivamente, na dose de 0,1mL/100g. Os ratos foram considerados
anestesiados apos ter sido constatada a perda do reflexo palpebral, perda de reacéo
aos estimulos mecanicos, perda dos reflexos de endireitamento e retirada do

membro apos estimulo doloroso provocado por preenséo.
4.5 Procedimento cirurgico
Os ratos foram submetidos a tricotomia abdominal e posicionados a mesa

operatoria em decubito dorsal com os quatro membros em abducédo. Em seguida

realizou-se laparotomia longitudinal mediana de aproximadamente quatro
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centimetros, exteriorizacao do intestino delgado, identificacdo e dissec¢cdo da artéria

mesentérica cranial (figura 2).

Figura 2 — Fotografia demonstrando a etapa de dissec¢do da artéria mesentérica
cranial (1); intestino delgado (2); figado (3).

No grupo A, a artéria mesentérica cranial foi ocluida por clampe vascular
atraumatico (figura 3) que permaneceu durante 30 minutos (fase de isquemia). Apés
a colocacédo do clampe, o intestino delgado foi reposicionado na cavidade abdominal
e a ferida operatéria foi fechada com sutura continua da pele com fio de nailon
monofilamentar (mononylon®) 4-0. Terminada a fase de isquemia, a parede
abdominal foi novamente aberta pela remocao do fio de sutura e o clampe vascular
foi retirado, dando inicio a fase de reperfusdo, com duracdo de 60 minutos. Nos trés
grupos, iniciada a fase de reperfusédo, o abdome foi novamente fechado por sutura

continua da pele com fio de nailon monofilamentar 4-0 até o término do experimento.
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: .
Figura 3 — Fotografia demonstrando a aplicagdo do clampe vascular na artéria

mesentérica cranial (1); intestino delgado (2); figado (3).

No grupo B, realizou-se a fase de isquemia por 30 minutos pela oclusdo da
artéria mesentérica cranial. Apos a fase de isquemia realizou-se o PoCl por meio de
dois ciclos de reperfusédo, com duracdo de dois minutos cada (retirada do clampe da
artéria mesentérica cranial), intercalados por dois ciclos de isquemia, também com
duracdo de dois minutos cada (aplicacdo do clampe vascular atraumético na artéria
mesentérica cranial). Apds, realizou-se a reperfusdo por 60 minutos.

No grupo C realizou-se a fase de isquemia (30 minutos) e reperfusdo (60
minutos). Precedendo a fase de reperfusao foi realizado o PoCl por meio de quatro
ciclos de reperfuséo (retirada do clampe vascular atraumatico da artéria mesentérica
cranial) com duracdo de 30 segundos cada, intercalados com quatro ciclos de
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isquemia (oclusdo da artéria mesentérica cranial por clampe vascular atraumatico),
também com duracado de 30 segundos cada.

Completada a fase de reperfusdo, nos trés grupos, a parede abdominal foi
novamente aberta pela remocao do fio de sutura e ressecou-se um segmento de
aproximadamente um centimetro do ileo, cinco centimetros proximal a transicéo
ileocecal, o qual foi aberto em sua borda antimesentérica. Ressecou-se também o
lobo lateral esquerdo do figado e, apds abertura do diafragma e seccao do esterno,
ressecou-se ainda o lobo caudal do pulmao direito. Todos os espécimes foram
lavados com solugédo salina e colocados separadamente em frascos de vidro
previamente identificados contendo solu¢do de formaldeido a 10% para posterior
analise histoldgica (figura 4).

Os animais foram submetidos a eutanasia por aprofundamento do plano
anestésico.
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Figura 4 — Fotografia dos espécimes ressecados para estudo histologico. (1)
intestino delgado; (2) figado; (3) pulmao.

4.6 Estudo histopatolégico

Os espécimes ressecados, apos fixacdo em solucdo de formaldeido a 10%,
foram submetidos a processamento histolégico por 12 horas no histotécnico
automatico (AUTOTECHNICON® DUO-TECHNICON CORPORATION — MOD 2A).
Apbés o processamento foram embebidos em parafina e submetidos a cortes
histolégicos em micrétomo (Leica® 2025) a cada 4um.

As laminas foram coradas por hematoxilina-eosina e analisadas a microscopia

optica (microscopio Nikon® E200) pelo patologista, sem o prévio conhecimento
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deste sobre o grupo pertencente de cada rato, e foram classificadas de acordo com

o grau de leséo tecidual.

As amostras intestinais foram analisadas e os achados histolégicos foram

classificados segundo Chiu et al.(1970):

Grau 0: mucosa sem alteracoes.

Grau 1: vilosidades bem constituidas, sem lise celular ou processo
inflamatorio, porém, com formacédo do espaco subepitelial de Grunhagen.
Grau 2: presenca de lises celulares, formacdo do espaco subepitelial de
Grunhagen e espagcamento aumentado entre as vilosidades.

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

Grau 4: destruicdo estrutural das vilosidades, havendo apenas esboco de
algumas, formadas por células inflamatérias e material necrético, com
hemorragia e ulceracdo glandular basal.

Grau 5: destruicdo de toda tunica mucosa, ndo mais sendo observado
qualquer estrutura glandular, mas apenas material amorfo depositado sobre a

tela submucosa.

Os achados histolégicos das amostras hepéticas foram classificadas segundo

Takeda et al. (2003):

Grau 0: sem alteracdes histologicas.

Grau 1: presenca de congestao centrolobular.

Grau 2: congestdo centrolobular com alguma degeneracdo dos hepatdcitos
em uma ou duas veias centrais.

Grau 3: congestdo centrolobular multifocal e degeneracdo portal dos

hepatdcitos.

As amostras pulmonares, apds estudo histolégico, foram classificadas de

acordo com Sizlan et al. (2009):

Grau 0: auséncia de lesao.

Grau 1: leve infiltrado neutrofilico e leve a moderada congestao intersticial.
Grau 2: moderado infiltrado neutrofilico, formacdo de edema perivascular e
destruicdo parcial da arquitetura pulmonar.
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e Grau 3: infiltrado neutrofilico denso e destruicdo completa do parénquima

pulmonar.
4.7 Andlise estatistica
Os resultados obtidos foram submetidos a tratamento estatistico, utilizando-se

o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, estabelecendo-se nivel de significancia

de p<0,05. Para tal utilizou-se o programa Bioestat 5.0.



5 RESULTADOS

Os resultados obtidos estdo demonstrados nas tabelas 1, 2 e 3.

Tabela 1. Médias dos graus de lesao intestinal nos animais estudados.

Ratos Grupos
I/R PoCl1l PoCl2
1 2 1 1
2 4 1 3
3 3 1 3
4 2 3 1
5 2 0 1
6 3 0 2
7 3 1 0
8 3 1 1
9 2 3 1
10 4 3 1
Médias 2,8 1,4 1,4

p=0,012 entre grupos A e B; p=0,012 entre grupos A e C;
p=0,867 entre grupos B e C.

Tabela 2. Médias dos graus de lesao hepatica nos animais estudados.

Grupos
I/R PoCl1 PoCl2

Ratos
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Médias 1,8 1,7 1,3

p=0,837 entre grupos A e B; p=0,210 entre grupos A e C;
p=0,259 entre grupos B e C.

Tabela 3. Médias dos graus de lesdo pulmonar nos animais estudados.

Ratos Grupos
I/R PoCl1l PoClI2
1 1 1 1
2 1 1 1
3 1 1 1
4 1 1 1
5 1 1 1
6 1 1 1
7 1 1 1
8 1 1 1
9 1 1 1
10 1 1 1
Médias 1 1 1
p>0,05

A figura 5 demonstra o aspecto macroscopico do intestino ao término da fase
de reperfusao, e as figuras 6, 7 e 8 ilustram os principais achados histolégicos dos

resultados acima.
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Figura 5 — Fotografia do aspecto macroscépico do intestino
delgado e ceco dos animais ap6s a fase de
reperfusao; A: grupo I/R; B: grupo PoCI-1.
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Figura 6 — Fotomicrografias demonstrando os graus de leséo intestinal de acordo

com a classificacdo de Chiu et al. (1970). A: grau 1 — setas: espaco
subepitelial de Grunhagen; B: grau 2 — seta 1: formacdo do espaco
subepitelial de Grunhagen; setas 2: espacamento aumentado entre as
vilosidades; C: grau 3 — seta 1: tinica muscular; seta 2: lamina prépria;
setas 3: destruicdo da porgéo livre das vilosidades; setas 4: capilares
dilatados; D: grau 4 — setas 1: destruicdo estrutural das vilosidades;
setas 2: material necrotico; seta 3: hemorragia e ulceragdo glandular
basal (microscopia 6ptica 100X — coloracdo hematoxilina-eosina).
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Figura 7 — Fotomicrografias demonstrando os graus de lesdo hepatica de acordo
com a classificacdo de Takeda et al. (2003). A: grau 1 — seta: congestéo
da veia centrolobular; B: grau 2 — 1: congestdo da veia centrolobular;
setas 2: degeneracdo parcial dos hepatocitos; C: grau 3 — seta 1:
congestao centrolobular; seta 2: degeneracao portal dos hepatdcitos; D:
grau 3 — setas: degeneracao portal dos hepatécitos com necrose (A, B e
C — microscopia 6ptica 100X; D — microscopia Optica 400X — coloracdo
hematoxilina-eosina).
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4 4 :
Figura 8 — Fotomicrografia demonstrando leséo pulmonar grau 1 da classificacéo de
Sizlan et al. (2009). Setas: infiltrado neutrofilico (microscopia 6ptica 400X

— coloragdo hematoxilina-eosina).
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6 DISCUSSAO

Desde sua descricdo em 2003 por Zhao et al. avaliando lesdo de reperfusao
miocardica, o PoCl tem-se mostrado eficaz na prevencdo das lesGes de reperfusédo
em diferentes O6rgdos e tecidos, porém, apesar dos beneficios alcancados
experimentalmente com o PoCl ha 13 anos, pouco se avangou ha pratica clinica,
uma vez que um limitado niumero de pesquisas cientificas foram realizadas neste
sentido (LOUKOGEORGAKIS et al., 2006; RICCA et al., 2015; STAAT et al., 2005).
Isto provavelmente deve-se ao fato de haver ainda muitas duvidas quanto a melhor
forma de aplicar o PoCl, ja que as publicacGes sdo bastante heterogénas em relacéo
aos orgados estudados, animais, tempos de I/R e, principalmente, nimero e duracao
dos ciclos de R/l do PoCl propriamente dito. Esta foi a principal motivagao para a
andlise de dois diferentes métodos de PoCl na I/R mesentérica, observando-se, no
entanto, que nao houve diferenca entre os grupos PoCl-1 e PoClI-2, e que ambos
foram capazes de minimizar os efeitos deletérios da reperfusao intestinal em ratos
submetidos a I/R mesentérica.

O mecanismo de protec¢do do PoCl no processo de I/R mesentérica ainda nédo
é totalmente claro, mas existem evidéncias de que o PoCl possa estar relacionado a
uma diminuicdo significativa nos niveis de malondialdeido e produtos relacionados a
peroxidacdo lipidica. Estas observacfes sugerem uma reducdo na producdo de
ERTO e menor injaria mediada por oxidantes com o PoCl (ONAL et al., 2015).

Isquemia seguida por reperfusdo pode induzir a apoptose e uma resposta
inflamatoria que afeta a reparacéo dos tecidos. Como resultado, muitos tém avaliado
o impacto do PoCl nas respostas apoptéticas e inflamatérias subsequentes. Em
modelos experimentais de I/R em ratos com 30 minutos de isquemia e trés horas de
reperfusao houve diminuicdo significativa de necrose tecidual com utilizacdo do
PoCl. Ocorre ainda diminuicdo na geragdo de ERTO e protecdo da integridade
mitocondrial, sugerindo que o efeito protetor do PoCl pode ser resultado de uma
reducdo na resposta inflamatéria. No entanto, poucos estudos avaliaram diretamente
o impacto do PoCl sobre a inflamag&o. O PoCl pode limitar a expressao de P-
selectina, o que é necesséario para rolamento de neutréfilos e seu recrutamento.
Além disso, pode reduzir o acumulo de neutréfilos na regido afetada, diminuir a

adesao ao endotélio vascular isquémico, e atenuar a disfuncédo endotelial do vaso
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comprometido, eventos que normalmente ocorrem na I/R (JIVRAJ; LIEW; MARBER,
2015).

Ja é bem demonstrada na literatura a eficacia do PrCl na prevencéo da leséo
de reperfusdo. Embora tenhamos defendido aqui a impossibilidade de sua utilizagédo
na I/R mesentérica, com excecdo do transplante intestinal, muitos autores tem
buscado nos conhecimentos da fisiopatologia do PrCl possiveis justificativas para a
eficacia do PoCl, postulando que alguns mecanismos poderiam ser semelhantes.
Assim como ocorre no PrCl, também o mecanismo de protecdo do PoCl parece
convergir para a mitocondria, em particular na permeabilidade de seus poros de
transicdo, que se abrem nos primeiros minutos de reperfusdo em resposta ao
acumulo de célcio intracelular, estresse oxidativo e deplecdo de trifosfato de
adenosina. Tanto o PrCI quanto o PoCl reduzem a abertura dos poros mitocondriais,
diminuindo os niveis extracelulares de metabdlitos nocivos como o lactato
(KALOGERIS; BAO; KORTHUIS, 2014).

Na reperfusdo, as enzimas mitocondriais convertem oxigénio em radical
superoxido ou em seu derivado, peréxido de hidrogénio. O evento chave do PrCl e
PoCl e que contribuiria para a eficacia de ambos pode ser o prolongamento da
acidose celular durante a fase inicial da reperfusdo. E sabido que a normalizacéo
tardia do pH age inibindo a abertura dos poros de transicdo mitocondrial nos
primeiros minutos da reperfusdo, assim permitindo tempo para ativagéo do programa
de sobrevivéncia celular induzido pelas ERTO. A formacgdo de ERTO nos primeiros
minutos de acidose da reperfusdo ou nos curtos ciclos de reperfusdo do PoCl ativa
isoformas de KPC (proteinoquinase C), quinases fundamentais na cascata de
sinalizacdo que agem para reduzir a probabilidade de abertura dos poros
mitocondriais ap0s normalizacdo do pH durante a progressdo da reperfusao
(KALOGERIS; BAO; KORTHUIS, 2014).

Entre todos os 6rgaos internos, o intestino € provavelmente o mais sensivel a
I/R. A reperfusdo do intestino apds um periodo de isquemia é uma situagdo comum
depois de eventos como o choque, cirurgia vascular e transplante de intestino
delgado. Em adicdo aos danos causados pela isquemia, mais dano tecidual é
causado pela producdo de ERTO. A infiltracdo de neutrofilos e a apoptose do
epitélio intestinal ocorrem provavelmente como consequéncia do aumento destas

substancias, levando a perda da integridade fisica da barreira mucosa, edema
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tecidual e dano a 6rgdos distantes que também sofrem a lesdo de reperfusédo (CHU
et al., 2015).

Além disso, surgiram algumas situacfes em que nao houve eficacia do PoCl,
como no estudo de Schwartz e Lagranha em 2006, ndo se demonstrando beneficio
no seu emprego na I/R miocardica em porcos. Também no estudo de Bretz et al.
(2010), cujo objetivo era determinar se o PoCl poderia realmente atenuar a injuria
intestinal causada pelo processo de I/R. Avaliaram coelhos, que foram distribuidos
em grupo controle, grupo I/R e grupo I/R com PoCl. A isquemia teve duracdo de 45
minutos pela oclusdo da artéria jejunal, seguida de duas horas de reperfusdo. O
PoCl foi realizado com quatro ciclos de 30 segundos de reperfusdo e 30 segundos
de reoclusdo, durante os quatro minutos iniciais da reperfusdo. Ao final desta fase,
segmentos do intestino foram colhidos e os animais submetidos a eutanasia. A
avaliagdo histopatologica semiquantitativa foi realizada por um Unico observador e
nao houve diferenca significativa no grau de necrose entre 0S grupos.

Também Nakamura et al. (2014) ndo evidenciaram beneficio no emprego do
PoCl utilizando cinco ciclos com duracdo de 30 segundos cada, de modo bastante
parecido com a publicacdo de Bretz et al. (2010), podendo-se inferir que talvez um
namero maior de ciclos com duracdo curta ndo exerca o efeito protetor esperado
com o PoCl.

Manintveld et al. (2007) observaram que o PoCl ndo s6 ndo conseguiu reduzir
o tamanho do enfarte, mas também aumentou a area de lesdo num modelo de I/R
coronariana de ratos, apos 30 minutos de isquemia.

De forma contrastante, Rosero et al. (2014) avaliaram recentemente trés
diferentes protocolos de PoCl em ratos submetidos a I/R mesentérica, e observaram
que ciclos curtos ofereceram mais protecao contra a lesao de reperfusdo. Utilizaram
60 minutos de isquemia e 60 minutos de reperfusdo, ou seja, periodos diferentes
dos adotados nos dois estudos acima citados, o que poderia justificar os resultados
conflitantes.

Sengul et al. (2013) também demonstraram melhores resultados com ciclos
curtos de PoCl. Eles utilizaram trés e seis ciclos de PoCl com duracdo de 10
segundos cada em ratos submetidos a I/R mesentérica e obtiveram melhores
resultados com seis ciclos, mas ambos 0s grupos tiveram vantagem em relagédo ao

grupo controle.
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Chu et al. (2015) observaram efeito protetor do PoCIl em ratos submetidos a I/R
mesentérica, tanto quanto com o PrCl. A isquemia foi realizada durante 45 minutos
por oclusdo da artéria mesentérica cranial e a reperfusdo por uma hora. O PoCl foi
realizado por trés ciclos de 30 segundos cada, demonstrando também a eficacia do
método com a utilizacdo de ciclos curtos.

Os resultados aqui obtidos s&o relativamente conflitantes com estas
publicacdes, uma vez que ndo se observou no presente estudo diferenca de
protecdo do PoCl entre ciclos mais demorados com ciclos mais curtos. Deve-se
salientar, entretanto, que os tempos de I/R utilizados foram diferentes dos por nés
empregados comparando-se com 0s artigos acima citados, o que poderia prejudicar
a interpretacéo.

Vinten-Johansen et al. ja haviam sugerido em 2005 que na I/R miocérdica,
PoCl com ciclos curtos teriam maior eficicia, propondo 30 segundos para cées e 10
segundos para ratos, com base no que a literatura mostrava naquele momento. Aqui
cabe uma consideracdo importante em relacdo ao 6rgdo estudado, uma vez que
aquilo que se mostra eficaz para o coracdo pode ndo ser para o intestino. Além
disso, outros estudos com tempos maiores demonstraram em sua maioria resultados
semelhantes quanto a eficacia do PoCl. O presente estudo é exemplo disso, uma
vez que nédo houve diferenga na capacidade de minimizar as lesbes de reperfuséo
entre os grupos PoClI-1 e PoCl-2.

A duracdo da isquemia desempenha um papel crucial na eficacia do PoCl.
Uma reviséo sistematica sobre o uso do PoCl na I/R (SKYSCHALLY et al., 2009)
demonstrou que quando a isquemia € aplicada por periodo superior a 60 minutos em
modelos de ratos ha uma redugédo muito branda da area de infarto com o PoCl e, por
outro lado, periodos de isquemia entre 30 e 45 minutos permitem uma maior eficacia
do método. Por este motivo utilizou-se aqui 30 minutos de isquemia, também
acompanhando outras publicacfes que adotaram de modo eficaz este método.

Os algoritmos usados para o PoCl consistem principalmente em trés elementos
variaveis que podem afetar a sua eficacia: a duragédo da fase de isquemia; 0 nimero
de ciclos de PoCl e sua duracéo; e a duracdo da fase de reperfusdo apés aplicacéao
do PoCl.

A duracdo e o numero de ciclos de PoCl tem um impacto claro sobre a leséo
de reperfusdo. Por exemplo, a duplicacdo do nimero de ciclos de trés para seis, em

ratos, e de quatro para oito em suinos, permitiu uma reducdo significativa da



49

dimenséo do enfarte (JIVRAJ; LIEW; MARBER, 2015). Assim, optou-se aqui também
por esta comparacao entre dois e quatro ciclos de PoCl, ndo havendo diferenca na
eficacia, devendo-se destacar, entretanto, que a duracdo dos ciclos foi diferente.
Aqueles autores também informaram que o aumento da duracéo do ciclo de 10 para
30 segundos permitiu melhor resposta do PoCl, enquanto que na presente pesquisa
nao houve diferenga entre os ciclos de dois minutos e 30 segundos.

Skychally et al. (2009) também acreditam que poucos ciclos ou duracdo muito
curta dos mesmos podem resultar em ineficacia do método, argumentando também
gue uma fase de isquemia no PoCl muito longa pode agravar a lesdo. Observaram
que ratos e outros animais de pequeno porte necessitam duracdo dos ciclos de PoCl
de cinco a 10 segundos, enquanto que 0s animais maiores requerem 30 a 60
segundos, e diversos ensaios humanos tém utilizado periodos de um a cinco
minutos. De modo oposto, observou-se nesta pesquisa com ratos que ciclos
variando de 30 segundos a dois minutos foram igualmente eficazes em prevenir as
lesBes de reperfusdo. Ha que se considerar, no entanto, que provavelmente existem
diferencas entre os Orgdos estudados, pois as informacfes obtidas na revisédo
sistematica de Skychally et al. (2009) contém em sua grande maioria estudos de I/R
miocardica, e estes resultados podem nao ser aplicaveis a leséo intestinal.

Coskunfirat et al. (2014) também tiveram interesse em verificar o melhor
método de emprego do PoCl em retalhos cutaneos, igualmente argumentando
guanto a multiplicidade de métodos existentes na literatura. Apds seis horas de
isquemia do retalho cutdneo em ratos Wistar avaliaram o PoCl com seis ciclos de
R/l, com periodos de 15, 30 e 60 segundos. Constataram que o melhor resultado foi
obtido com seis ciclos de 30 segundos, achado contraditério & colocacdo de
Skychally et al. (2009) que afirmaram que para ratos o ideal seria PoCl de até 10
segundos.

Outro fator a ser considerado na analise da grande variedade de resultados
obtidos com o emprego do PoCl, levando-se em conta as diferencas no método, é a
idade dos animais. Yin et al. (2009) observaram que o tamanho do enfarto foi
reduzido em ratos com 18 meses de idade com o PoCl, mas ndo houve a mesma
protecdo nos animais com 20 a 24 meses de idade. No entanto, o aumento do
namero de ciclos de PoCl nos ratos mais velhos promoveu efeito cardioprotetor. Ou
seja, o beneficio de mais ciclos de PoCl pode estar relacionado a idade dos animais
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e condicdes dos vasos e 6rgaos. Os animais aqui utilizados tinham até quatro meses
de vida.

Assim, analisando-se as publicacdes aqui colocadas, pode-se observar que
muitos avangos tem ocorrido no conhecimento da fisiopatologia do processo de I/R e
os efeitos que o PoCl promove aos diversos tecidos submetidos a ele, geralmente
descrevendo seu papel protetor & leséo de reperfuséo local e a distancia. A medida
que passamos a conhecer o0s processos bioquimicos no nivel intracelular
decorrentes da I/R e as mudancas causadas pela interposicdo do PoCl, pode-se
tornar mais claro o método ideal de aplicacdo deste ultimo para que a prevencao da
lesdo de reperfusdo ocorra com maior eficacia, levando-se em conta o 06rgao
estudado, o animal e a duracéo da isquemia que antecede sua aplicacao.

Se por um lado predominam as publicacbes que demonstram o beneficio do
PoCl frente a diversas situacdes de I/R, existem estudos onde estes resultados néao
foram confirmados, surgindo questdes a serem respondidas quanto aos motivos de
tais divergéncias, provavelmente relacionadas as diferencas no método de sua
aplicacao.

No estudo da repercussdo da I/R mesentérica sobre o figado, observou-se
resultados diferentes do que foi demonstrado em relacdo ao intestino e ao pulmao.
Numa classificacdo histologica cujo grau zero é tecido normal, até o grau trés,
quando ocorre lesdo mais intensa (TAKEDA et al., 2003), poderiamos dizer que se
obteve lesdo moderada na presente pesquisa, ja que a média do grupo controle foi
1,8. Ou seja, ha uma diferenca entre pulméao e figado quanto a sua resisténcia aos
produtos da I/R mesentérica, uma vez que os periodos utilizados para I/R foram os
mesmos e 0s achados histologicos diferentes. Esta divergéncia é até certo ponto
esperada, ou pelo menos de facil compreensdo, uma vez que o figado é o primeiro
orgao a receber todo o sangue oriundo do intestino no momento em que se da a
reperfuséo, ja que a veia mesentérica cranial drena o sangue intestinal inteiramente
para o figado.

Obteve-se, portanto, lesdo moderada no figado dos ratos submetidos a 30 e 60
minutos de I/R mesentérica, podendo-se aqui analisar o efeito do PoCl como
mecanismo de protecdo. Como apresentado nos resultados, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre 0s grupos controle, PoCl-1 e PoCl-2,

demonstrando que neste modelo o PoCl foi ineficaz.
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Yoon et al. (2015) estudaram o efeito do PoCl na I/R hepatica e observaram
que este promoveu protecdo. Porém, estes autores aplicaram o processo de I/R
diretamente no hilo hepatico, além de utilizarem periodos superiores aos aqui
aplicados, 60 e 120 minutos de I/R, respectivamente. O mesmo resultado foi obtido
na pesquisa de Santos et al. (2010), também realizando clampeamento do hilo
hepatico para o processo de I/R, utilizando-se trés ciclos de PoCl com duracdo de
30 segundos, demonstrando-se assim a eficacia do método quando o PoCl é
realizado em ratos submetidos a I/R diretamente sobre o figado.

Muitos autores tem alcancado protecdo com o uso do PoCl quando a I/R
ocorrem diretamente no hilo hepatico (THEODORAKI et al., 2016), o que permitiu
que sua eficacia fosse testada também em seres humanos. Ricca et al. (2015)
verificaram a acdo do PoCl em individuos submetidos a transplante hepatico, por
meio de trés ciclos de uma hora de reperfusdo intercalados com trés ciclos de um
minuto de ocluséo arterial imediatamente apds a reperfusdo do enxerto. Valores de
pico de AST no pdés-operatério, com mediana de indices de disfuncdo precoce do
enxerto, a apoptose, a morbidade (incluindo a rejeicdo ao enxerto) e a mortalidade
pds-operatoria precoce foram semelhantes entre os pacientes submetidos ao PoCl e
0 grupo controle. No entanto, os enxertos submetidos ao PoCl apresentaram lesdes
histopatoldégicas menos graves do que o grupo controle. Novamente observou-se,
portanto, beneficio com utilizagdo do PoCl com I/R hepética, diferentemente do
método avaliado na presente pesquisa onde se pesquisou o efeito remoto na I/R
mesentérica.

O PoClI permitiria uma menor lesdo hepatica frente ao processo direto de I/R
devido a uma discreta atividade na prevencao da hiperoxigenacao de fosfolipides
mitocondriais, e, principalmente, por apresentar grande influéncia na reducdo da
apoptose e necrose celular apos lesdo de reperfusdo (YOON et al., 2015). Como
nao se observou a mesma eficacia na presente pesquisa, pode-se imaginar que na
lesdo remota isto talvez ndo ocorra ou que o método aplicado (nimero de ciclos e
duracdo dos mesmos no PoCl) possa influenciar neste resultado.

Quanto a sua eficacia na lesdo remota, pode-se destacar a publicacdo de Seifi
et al. (2014) que avaliaram o efeito protetor do PoCl na lesdao hepatica apés I/R
renal. Ratos foram submetidos a isquemia renal por 45 minutos e o PoCl foi
realizado por quatro ciclos de R/l com duracdo de 10 segundos cada. Observou-se

gue a I/R renal causou um aumento significativo nos indices funcionais do figado
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como O aumento das transaminases, enquanto que estes parametros foram
reduzidos significativamente no grupo do PoCl, além de induzir a reducdo dos
niveis de malondialdeido no figado e aumento da atividade da superoxido
dismutase. Comparando-se entdo estes resultados com os da presente pesquisa,
poder-se-ia justificar os resultados conflitantes pelas diferencas no método. Em
primeiro lugar, o 6érgdo submetido a I/R foi o rim e ndo o intestino, além do que os
tempos de I/R bem como dos ciclos de PoCl diferem completamente, inviabilizando
a tomada de conclusfes por nao ser possivel comparar situacdes tao diversas.

Num estudo empregando o PoCl apés I/R mesentérica e avaliacdo hepatica,
Onody et al. (2012) demonstraram a eficacia do método. Utilizaram, porém, 60
minutos de isquemia e seis horas de reperfusdo, periodos bastante superiores aos
aqui aplicados. Além disso, dificulta a comparacdo com a presente pesquisa 0 meio
de avaliacdo da leséo, ja que estes autores nao fizeram analise histoldgica, mas sim
laboratorial.

Costa et al. (2016) avaliaram a efichcia a distancia do PoCl em ratos
submetidos a I/R da pata traseira. O procedimento foi feito por 30 minutos, sendo
trés ciclos de reperfusdo de cinco minutos intercalados por trés ciclos de cinco
minutos de isquemia. Retiraram o figado e rins para andlise tecidual aos 10 e 60
minutos apos a conclusdo do PoCl, comprovando haver efeito anti-oxidante em
ambas as amostras quando comparadas ao grupo controle. Uma vez mais, deve-se
salientar a grande diferenca no método aqui aplicado em comparacao ao presente
estudo.

Ha uma escassez de artigos dedicados a analise do efeito sobre o figado de
animais submetidos a I/R de outros 6rgaos, e, até o presente momento, nenhuma
outra publicacdo em que se tenha realizado I/R mesentérica além da de Onody et al.
(2012). Assim, cabe-nos analisar aqui possiveis justificativas para a falha do PoCl
neste modelo de I/R, uma vez que na maioria das situacdes em que este metodo
tem sido utilizado seu resultado é favoravel no que se refere a prevencao da leséo
de reperfuséo, seja local ou a distancia.

Como demonstrado em muitas publicacdes, o PoCl é eficaz na I/R miocardica,
mas varios breves periodos de perfusdo e reoclusdo sdo necessarios para este
efeito protetor (SIMON, 2014). No cérebro, este € capaz de minimizar os efeitos da
reperfusdo em muitos estudos, mas ja ha evidéncias de falha a depender do método
empregado (LEE et al., 2015). Estas observagfes indicam que ha grande variacao
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na resposta ao PoCl entre os varios 6rgdos estudados. Além disso, periodos
variaveis de isquemia antecedendo a aplicacdo do PoCl também influenciam na sua
eficacia e, de grande importancia, o numero e duracgéo dos ciclos de R/l utilizados no
PoCl.

O pico de producdo de ERTO ocorre entre o primeiro e 0 sétimo minuto apds o
inicio da reperfusdo, embora sejam detectaveis tais substancias em periodos mais
tardios. Uma producdo abundante de ERTO durante essa fase inicial da reperfuséo
tem sido implicada como o principal fator na patogénese da injuria tecidual. O PoClI
age nesta fase, de modo ainda n&o totalmente esclarecido, provavelmente
atenuando a producédo de ERTO pela liberagdo gradativa de oxigénio aos tecidos
(JIANG et al., 2016). Assim, o PoCl deveria supostamente diminuir também as
lesbes a distancia, como no caso do figado. Entretanto, devemos considerar que
ainda h&4 muito o que descobrirmos tanto em relacédo a fisiopatologia do processo
guanto a respeito dos muitos mecanismos empregados na prevencdo da lesédo de
reperfusdo. Pode-se cogitar que pelo fato do figado ser o 6rgdo a receber toda a
drenagem venosa intestinal e, consequentemente, a maior parte da producdo de
ERTO, haveria maior dificuldade em minimizar as lesdes de reperfusao. Porém, ndo
h& evidéncia que confirme tal hipétese, e como faltam estudos com desenho
semelhante ao aqui empregado, deve-se aguardar que outras pesquisas utilizando o
PoCl com nuamero de ciclos e duracdo dos mesmos diferentes dos aqui utilizados
sejam feitos para se confirmar a ineficacia do método ou seu eventual beneficio
sobre o figado no processo de I/R mesentérica.

O processo de I/R intestinal pode causar grave lesdo tecidual e aumento da
permeabilidade intestinal, a depender do tempo e intensidade deste processo. He et
al. (2015) demonstraram que ocorrem mudancgas morfolégicas como injuria mucosa,
erosao vilosa, necrose, congestao intersticial na lamina propria, edema, inflamacao e
hemorragia submucosa. Este aumento da permeabilidade intestinal leva a
translocacdo bacteriana, 0 que pode contribuir para uma resposta inflamatoria
sistémica mediada por citocinas. A proteina HMGB1 (High-mobility group box 1) é
um ligante enddégeno que desempenha importante papel neste processo e tem
relacdo direta com a sepse e aumento da letalidade. Na I/R, nos estagios iniciais, ha
aumento imediato da HMGB1 que continua se elevando lentamente durante a
reperfusdo e pode levar ao acumulo de neutrofilos e edema pulmonar (IDROVO et
al., 2014).



54

Além das citocinas, a ativacdo do sistema imunoldgico pelo intestino
isquemiado produz TNF-a, e IL-6. A resposta inflamatoria sistémica apés I/R ativa
neutrofilos, que sado sequestrados na microcirculacdo pulmonar com o consequente
aumento da permeabilidade endotelial e epitelial, extravazamento de fluidos e
proteinas, sequestro de leucdécitos e aumento da injaria no endotélio dos capilares
pulmonares (IDROVO et al., 2014). Certamente este processo serd mais intenso e
danoso a medida que a I/R tenham maior duracdo, resultando em maior
permeabilidade intestinal e maior processo inflamatorio local e remoto. Isto poderia
justificar o fato de que no presente estudo observou-se lesdo pulmonar leve,
enguanto outras publicac¢des utilizando maiores periodos de I/R demonstraram maior
dano pulmonar.

Tal fato foi observado na publicacdo de Guido et al. (2013) na qual os autores
realizaram isquemia por 45 minutos e reperfusdo por duas e 24 horas, constatando
lesdo pulmonar a histologia de moderada a intensa. Os autores observaram que o
periodo de reperfusdao € um fator crucial para o surgimento da lesdo a distancia, em
especial a pulmonar, o que ficou demonstrado pelo menor acumulo de neutréfilos no
parénquima pulmonar apés duas horas de reperfusdo em comparacdo com 24
horas, quando houve maior concentracdo destas células. Esta poderia ser também
outra explicacdo para o desenvolvimento de lesdo pulmonar leve na presente
pesquisa, ja que a reperfusao teve duracao de apenas 60 minutos.

Utilizando 30 minutos de isquemia e trés horas de reperfusdo, Lapchak et al.
(2012) ndo demonstraram diferenca estatistica na concentracdo de neutrofilos no
pulmé&o de ratos submetidos a I/R mesentérica, comparando-se ao grupo SHAM, o
que pode estar relacionado a um periodo menor de isquemia do que em outras
publicacbes em que se observou maior concentracdo neutrofilica. Este resultado
estd de acordo com o encontrado na presente pesquisa, embora tenha-se utilizado
nesta um periodo de reperfusdo ainda menor, demonstrando que em ratos, 30
minutos de isquemia e 60 a 180 minutos de reperfusdo s&o insuficientes para
produzir dano intenso ao pulméo.

Vérios estudos tem confirmado a presenca de lesdo pulmonar apés I/R, como é
0 caso da publicacdo de Wang et al. (2013) em que os autores aplicaram I/R
mesentérica durante 60 e 120 minutos, respectivamente, observando leséo
pulmonar moderada. Ou seja, utilizaram o dobro de tempo do presente estudo,
alcancando entdo lesdo moderada nos pulmdes. Comparando-se com a publicagcéo
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de Lapchak et al. (2012) deu-se 0 mesmo, apesar destes ultimos terem utilizado
reperfusdo com duragdo de 180 minutos, mas a isquemia com apenas metade do
tempo daquele de Wang et al. (2013). Pode-se inferir que uma isquemia mais
prolongada pode gerar maior efeito deletério pulmonar a reperfusdo. Corroborando
com este raciocinio, Sotoudeh et al. (2012) também obtiveram grau moderado de
lesdo pulmonar em estudo no qual realizaram isquemia por duas horas da artéria
femoral de ratos com reperfusao de 24 horas.

He et al. (2015) obtiveram média 2,5 de lesdo pulmonar utilizando a
classificacdo proposta por Sizlan et al. (2009) com a I/R intestinal. Estes autores
utilizaram ratos Sprague-Dawley com periodos de I/R superiores aos aqui
empregados, 45 e 120 minutos, respectivamente. Utilizando-se da mesma
classificacdo histologica, na presente pesquisa obteve-se média um de lesdo
pulmonar nos ratos submetidos a I/R mesentérica, podendo-se novamente justificar
tal diferenca de resultados pelos periodos de I/R.

Também Idrovo et al. (2014) observaram lesdo pulmonar moderada a intensa
na analise histolégica de ratos submetidos a I/R intestinal, porém, com 90 minutos
de isquemia e quatro horas de reperfusado, superiores, portanto, quando comparados
aos aqui empregados.

Como obteve-se lesdo pulmonar leve no presente estudo, demonstrando que
em ratos Wistar, 30 e 60 minutos de I/R mesentérica ndo sado suficientes para causar
maior dano aos pulmdes, ndo foi possivel verificar a capacidade do PoCl de
minimizar ou prevenir a lesdo de reperfusdo neste 6rgdo. Thomaz Neto et al. (2013)
ja haviam demonstrado que o processo de I/R mesentérica causa lesdo pulmonar
leve, e mesmo assim afirmaram que o PrCl pode minimizar tal lesdo. Embora estes
autores tenham publicado que houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos, ndo deixaram claros os valores obtidos como médias de lesdo pulmonar.
Também Stringa et al. (2016) demonstraram a eficacia do PrCl na prevencdo de
lesdo pulmonar em ratos submetidos a I/R mesentérica, tanto na analise histologica
guanto por parametros bioquimicos. Entretanto, mesmo considerando-se que o PrCl
seja capaz de minimizar a lesdo remota sobre os pulmdes, este método de
prevencao tem pouca aplicabilidade clinica, uma vez que ao se identificar a isquemia
mesentérica j& ndo ha mais oportunidade para sua utilizacdo. Por outro lado, o PoCl
teria maior aplicabilidade, por ser utilizado apés o diagndstico da isquemia intestinal

instalada, uma vez que este tem se mostrado eficaz na prevencdo ou diminuicdo da
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lesdo de reperfusdo em varios 6rgaos estudados, inclusive o intestino (SANTOS et
al., 2009). Entretanto, apesar da sua comprovada eficacia local, ndo ha na literatura
cientifica estudada a avaliacdo do PoCl na prevencdo de lesdo pulmonar no
processo de I/R mesentérica. Como no presente estudo ndo houve diferenca entre o
grupo submetido apenas a I/R e os dois grupos tratados pelo PoCl, nao foi possivel
verificar se este método seria capaz de previr ou minimizar tais lesées.

Recentemente, Dorsa et al. (2015) demonstraram efeito protetor do PoCl no
pulméo de ratos submetidos a I/R. De modo semelhante a presente pesquisa, estes
autores usaram também 30 minutos de isquemia e 60 minutos de reperfuséo,
porém, por oclusdo da aorta. Como resultado, obtiveram lesdo pulmonar intensa no
grupo controle e leve no grupo PoCl, utilizando outra avaliacdo histologica que néo a
de Sizlan et al. (2009). A maior diferenca observada, portanto, em compara¢cdo com
a presente pesquisa foi quanto ao achado de lesdo intensa com clampeamento
aortico enquanto observou-se aqui lesdo leve com oclusdo da artéria mesentérica
cranial, sugerindo que o tempo de I/R ndo é o uUnico fator que acarreta lesdo a
distancia como observado em outras publicacdes, mas também qual artéria é
ocluida exerce influéncia direta no desenvolvimento da lesdo de reperfusdo. O
clampeamento adrtico realizado acima das artérias renais, como na pesquisa de
Dorsa et al. (2015) provavelmente compromete uma maior extensao de 6rgaos e
tecidos, levando assim a uma maior producao de fatores deletérios na circulacéo
sistémica, enquanto que num mesmo periodo, a I/R exclusivamente intestinal,
embora cause dano expressivo a este 6rgdo, ndo € suficiente para promover grave
lesdo pulmonar.

A resposta inflamatéria sistémica na I/R mesentérica representa um modelo
importante de doenca grave, pois hipoxia ha mucosa intestinal parece ser um fator
desencadeante critico na iniciagdo e propagacdo da faléncia de multiplos érgéos
(FERRARI; ANDRADE, 2016). Isto tem sido observado em muitos dos artigos em
gue se confirmou lesdo moderada a grave no parénquima pulmonar dos animais
submetidos a I/R mesentérica, a depender do tempo de aplicacéo.

Os mecanismos de lesdo de I/R no parénquima pulmonar sdo semelhantes a
reperfusdo em outros orgaos e incluem um envolvimento significativo de ERTO,
influxo de calcio intracelular, lesdo da célula endotelial, sequestro de leucdcitos,
ativacdo do sistema de complemento, e a liberagdo de mediadores inflamatorios, tais

como metabdlitos do acido araquiddnico. Isto ocorre principalmente em vénulas pos-
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capilares, aumentando a presséo hidrostatica, e favorecendo a formacao de edema,
0 que é facilitado pelo aumento da permeabilidade capilar causada por lesédo
endotelial. As ERTO tem um papel chave no desenvolvimento de lesbes
pulmonares, com um papel crucial na sequéncia de eventos que levam a
insuficiéncia pulmonar (FERRARI; ANDRADE, 2016).

Comprovada a existéncia de lesao pulmonar em diversos processos de I/R
distantes, torna-se fundamental estabelecer meios de prevenir ou minimizar tal
efeito. O emprego do PrCI, como vimos em algumas pesquisas, pouco contribui para
uma situacdo especifica como a isquemia mesentérica instalada, pois ndo seria
possivel aplici-lo, tornando de grande interesse a avaliagdo do PoCl. Entretanto,
como nao existem pesquisas até este momento com propdsito de avaliar a lesédo
pulmonar na I/R mesentérica, ndo estdo também estabelecidos quais periodos de
I/R devem ser utilizados para este mister. Assim, se a presente pesquisa nao pode
avaliar a eficacia do PoCl na prevencao de tal lesdo, j& que esta nao ocorreu com a
intensidade necessaria, por outro lado deixou demonstrado que 30 e 60 minutos de
IIR, respectivamente, causam apenas lesdo pulmonar leve. E possivel que o pulméo
possa resistir mais do que o 6rgdo primario submetido a I/R, jA que estes periodos
de I/R causam lesdo consideravel ao intestino.

Os resultados aqui apresentados deixam-nos algumas importantes mensagens.
Quanto ao efeito do PoCl na I/R mesentérica, deve-se destacar em primeiro lugar
gue os resultados obtidos reforcam a ideia de que o PoCl é realmente um método
eficaz na diminuicdo da lesdo intestinal de reperfusdo frente a I/R mesentérica.
Segundo, que com o método aqui empregado e em ratos, ndo houve diferenca entre
fazer-se dois ciclos de R/l com duracdo de dois minutos ou quatro ciclos com
duracdo de 30 segundos. Em relagdo a lesdo remota no figado observou-se que
este mesmo modelo de I/R causou lesdo moderada. O porque desta diferenca em
relacdo ao pulméao ja abre inUmeras possibilidades de estudo, por varias hipéteses
possiveis, algumas delas aqui levantadas. Havendo lesdo, o PoCl pode ser
analisado, mas nao demonstrou protecdo. Num universo de publicagbes
predominantemente favoraveis ao PoCl como método de prevencao da lesdo de
reperfusdo, a identificacdo de uma situacdo em que isto ndo se observa leva
também a muitas reflexdes e desperta o interesse para o aprofundamento do
estudo. Por fim, este modelo de I/R mesentérica com duracdo de 30 e 60 minutos,

respectivamente, produziu apenas lesdo pulmonar leve. Embora este achado tenha
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inviabilizado a avaliacdo do PoCl na prevencao de lesdo pulmonar remota, fica aqui
a contribuicdo de que estes periodos nao sdo suficientes para desenvolver lesbes
mais intensas, sendo esta uma informacao Util a novas pesquisas. Isto significa que
devemos caminhar para uma padronizacdo de métodos de desenvolvimento da
lesdo de reperfusdo experimental para posteriormente descobrirmos se ha ou néo
diferenca na eficacia do PoCl com as variacdes de ciclos e dura¢cdo dos mesmos.
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7 CONCLUSAO

O pos-condicionamento isquémico foi capaz de diminuir a lesédo diretamente
produzida sobre o intestino, tanto com dois ciclos de dois minutos quanto com quatro
ciclos de 30 segundos, porém, ndo foi capaz de diminuir as lesdes a distancia no
figado dos animais submetidos a I/R mesentérica. Nao foi possivel avaliar a eficicia
do PoClI nos pulmdes uma vez que o método de I/R aqui utilizado causou leséo leve

neste érgao.
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ISCHEMIA-REPERFUSION

Importance of duration and number of ischemic postconditioning cycles in preventing
reperfusion mesenteric injuries. Experimental study in rats!
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ABSTRACT

PURPOSE: To evaluate the effect of ischemic postconditioning (IPC) on intestinal mucosa of rats subjected to ischemia and reperfusion
process comparing two cycles of reperfusion and ischemia lasting two minutes each and four cycles of reperfusion and ischemia lasting
30 seconds each

METHODS: Thirty Wistar rats were distributed into three groups: group A (10 rats), ischemia (30 minutes) and reperfusion (60
minutes); group B (10 rats), ischemia and reperfusion plus IPC by two lasting two minutes each; and Group C (10 rats), ischemia and
reperfusion plus IPC by four cycles lasting 30 seconds each. Finally, a segment of small intestine was resected for histological analysis.
We analysed the results according to Chiu ef al. classification and proceeded to the statistical treatment by Kruskal-Wallis test (p<0.05).
RESULTS: The mean degree of tissue injury according to Chiu et al. classification were: Group A, 2.77; in group B, 1.4; and group C,
1.4. B X C (p<0.05).

CONCLUSIONS: Ischemic postconditioning was able to minimize reperfusion injury of rats undergone mesenteric ischemia and
reperfusion process. There was no difference in the effectiveness of the method comparing two cycles of two minutes with four cycles
of 30 seconds by H&E histological evaluation of the ileum after 60-minute reperfusion.

Key words: Ischemic Postconditioning. Ischemia. Reperfusion. Intestines. Rats.
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Ischemic Postconditioning Assessment in the
Liver of Rats Undergoing Mesenteric Ischemia
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Abstract

Introduction: Ischemic postconditioning is a method that
shows evidence of efficacy in minimizing reperfusion injury;
however, its effectiveness in preventing injuries in distant
organs is still unknown, especially in those who have undergone
mesenteric ischemia and reperfusion.

Obijective: To evaluate the effect of ischemic postconditioning
in preventing reperfusion injury in the liver of rats submitted to
mesenteric ischemia and reperfusion, comparing two different
methods of ischemic postconditioning.

Methods: 30 Wistar male rats were used, distributed into
three groups: Group A: Ten rats submitted to intestinal ischemia
for 30 minutes followed by reperfusion for 60 minutes; Group B:
Ten rats subjected to ischemia and reperfusion; after ischemia,
two cycles of reperfusion (two minutes each) interleaved with
two cycles of ischemia (two minutes each); and Group C: Ten rats

subjected to ischemia and reperfusion; after ischemia, four cycles
of reperfusion (30 seconds each) interspersed with four cycles of
ischemia (30 seconds each). After the experiment, the left lobe of
the liver was resected for subsequent histological analysis, using
the following classification: grade 1 - centrilobular congestion;
grade 2 - centrilobular congestion with some degeneration of
hepatocytes in one or two central veins; and grade 3 - multifocal
centrilobular congestion and degeneration of portal hepatocytes.

Results: The mean degree of liver damage found was 1.8
in group A, 1.7 in group B and 1.3 in group C. There was no
statistically significant difference between the groups.

Conclusion: Ischemic postconditioning was unable to
minimize reperfusion injury in rats undergoing mesenteric
ischemia and reperfusion.

Keywords: Mesenteric Vascular Occlusion. Ischemia. Ischemic
Postconditioning. Rats, Wistar. Reperfusion Injury.
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Evaluation of Pulmonary Reperfusion Injury
in Rats Undergoing Mesenteric Ischemia
and Reperfusion and Protective Effect of
Postconditioning on this Process
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Abstract

Introduction: Some publications have demonstrated the
presence of lung reperfusion injury in mesenteric ischemia and
reperfusion (I/R), but under too diverse methods. Postconditioning
has been recognized as effective in preventing reperfusion injury
in various organs and tissues. However, its effectiveness has not
been evaluated in the prevention of lung reperfusion injury after
mesenteric ischemia and reperfusion.

Objective: To evaluate the presence of pulmonary reperfusion
injury and the protective effect of ischemic postconditioning on
lung parenchyma in rats submitted to mesenteric ischemia and
reperfusion.

Methods: Thirty Wistar rats were distributed into three
groups: group A (10 rats), which was held mesenteric ischemia (30
minutes) and reperfusion (60 minutes); group B (10 rats), ischemia

and reperfusion, interspersed by postconditioning with two
alternating cycles of reperfusion and reocclusion, for two minutes
each; and group C (10 rats), ischemia and reperfusion interleaved
by postconditioning with four alternating cycles of reperfusion
and reocclusion of 30 seconds each. Finally, it was resected the
upper lung lobe for histological analysis.

Results: There were mild lung lesions (grade 1) in all samples.
There was no statistical difference between groups 1 and 2 (P>0.05).

Conclusion: The mesenteric ischemia and reperfusion in rats
for thirty and sixty minutes, respectively, caused mild reperfusion
injury in lung. Postconditioning was not able to minimize the
remote reperfusion injury and there was no difference comparing
two cycles of two minutes with four cycles of 30 seconds.

Keywords: Ischemic Postconditioning. Ischemia. Lung Injury.
Reperfusion Injury. Intestinal Mucosa.
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