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INTRODUCAO

A isquemia mesentérica aguda (IMA), é de-
finida como a interrupcao do fluxo de sangue no
intestino, resultando em processo inflamatdrio,
necrose tecidual, e morte. Cerca de metade das
ocorréncias de IMA decorrem de embolias, um
quarto dos casos de oclusdes trombdticas, o que
representa uma emergéncia com risco de morte,
cujo prognostico é inversamente proporcional
ao tempo necessario ao diagnostico.

A taxa de mortalidade nesta afeccédo, aco-
mete a grande maioria dos pacientes (BALA et
al., 2017). Devido a sua gravidade e prevalén-
cia, numerosos estudos tém sido direcionados
para esclarecer seus mecanismos fisiopatologi-
cos ainda ndo completamente compreendidos,
restando pouco tratamento efetivo além da in-
tervencdo cirdrgica e cuidados de suporte
(BALA et al., 2017).

A partir das descobertas sobre a sequéncia
de eventos que levam a lesdo tecidual decor-
rente da producéo de radicais livres, criou-se a
expectativa de atuar os danos decorrentes da I/R
mesentérica com a utilizacdo de inimeros far-
macos utilizados em experimentos cientificos
com animais (BALA et al., 2017).

Diversas substancias tém sido investigadas
(propofol, alopurinol, Ginkgo-biloba, eritromi-
cina, L-arginina, sal tetrazolico, somatostatina e
papaverina), com o objetivo de evitar ou mini-
mizar os efeitos deletérios das lesdes provoca-
das pela isquemia e reperfusdo mesentérica.

Nesse sentido, o uso de modelos experimen-
tais que utilizam roedores, se mostra cruciais
(SANTOS et al., 2006). Entre os modelos expe-
rimentais, destaca-se o uso de ratos (Rattus nor-
vegicus), da linhagem Wistar, devido a facili-
dade de manejo, adequabilidade aos protocolos,
por ser de facil disponibilidade, por apresentar
constituicdo anatdmica visceral bastante seme-

Ihante & do homem, permitindo extrapolar os co-
nhecimentos adquiridos para a espécie humana.
O rato é um animal resistente a anestesia, apre-
senta porte pequeno, € de facil manuseio cirdr-
gico nas abordagens das artérias, e representa
baixo custo de aquisicdo e manutengdo (CER-
QUEIRA, 2004; RIBEIRO & YOSHIDA, 2005;
OLIVEIRA, 2016).

Entre as substancias testadas, evidéncias
histologicas, imuno-histoquimicos e molecula-
res, demonstram a eficacia da pentoxifilina (um
vasodilatador periférico) na preservagdo das cé-
lulas intestinais (BRASILEIRO, 2018). Embora
0s resultados experimentais se mostrem promis-
sores, 0 uso de metodologias diversas nos estu-
dos, ndo permitem uma analise comparativa em
relagdo a eficacia dos farmacos utilizados. Essas
diferencas se devem principalmente a auséncia
de um protocolo padrdo: tempo de isquemia e
reperfuséo, dose utilizada, momentos em que o
farmaco é administrado, e a via de administra-
cao utilizada.

Ao utilizar-se um tempo de isquemia redu-
zido (menor que 30 minutos), observa-se uma
menor producdo de hipoxantina e xantina-oxi-
dase, responsaveis por desencadear 0 processo
de formacéo dos radicais livres em presenca de
oxigénio durante a fase de reperfusdo. Por outro
lado, o tempo de reperfusdo € tdo ou mais im-
portante que o tempo de isquemia intestinal
(SANTOS et al., 2006).

Nesse contexto, 0 presente experimento,
tem o objetivo de averiguar o efeito protetor da
pentoxifilina sobre as leses oxidativas na mu-
cosa intestinal de Rattus norvegicus.

METODO

O estudo foi aprovado pela CEUA/UNI-
FESO sob o n.° 491/2018, e encontra-se de
acordo com a Lei n.° 11.794, de 8 de outubro de
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2008, e em conformidade com os principios in-
ternacionais sobre a utilizagdo, manutengéo e
protecdo de animais de laboratdrio.

Para o desenvolvimento da pesquisa foram
utilizados 18 ratos (Rattus norvegicus albinus,
Rodentia mammalia — Berkenhaout, 1769), da
linhagem Wistar, fémeas, com média de idade
de trés meses e peso de 250 + 20 g, procedentes
da Instalagéo de Ciéncia Animal do UNIFESO,
localizada no Campus Quinta do Paraiso, Tere-
sopolis- RJ.

Os animais foram mantidos sob ciclo circa-
diano (12 h claro/12 h escuro), controle de tem-
peratura (22 + 2 °C), umidade relativa do ar (50
+ 5%) e cuidados padronizados de higiene e ali-
mentagdo. A alimentacdo (Racdo Nuvilab®) e
agua foram fornecidos ad libitum. O microam-
biente dos animais possui tubo para reflgio dos
animais (enriquecimento ambiental) e marava-
Iha autoclavada.

A randomizacéo (simples) ocorreu por meio
do editor Excel (Microsoft Corporation®, Wa-
shington D.C, EUA), sendo formado trés gru-
pos:

| - Grupo Controle (GC, n = 6): Cirurgia si-
mulada. Laparotomia, exposi¢cdo do intestino
delgado por 30 minutos, seguida de sintese ci-
rargica;

Il - Grupo Isquemia (GI, n = 6); laparoto-
mia, exposicdo do intestino delgado, uso de
clamp vascular atraumatico na artéria mesenté-
rica superior por 30 minutos. Apos este periodo,
o clamp foi retirado e a perfusdo sanguinea foi
restaurada por 24 horas;

Il - Grupo Tratamento (GT, n = 6); laparo-
tomia, exposic¢éo do estbmago, aplicacao por via
intragastrica de pentoxifilina (10 mg/kg). Apos
15 minutos, o intestino delgado foi exposto, foi
feito o clampeamento da artéria mesentérica su-
perior por 30 minutos, remocdo do clamp, sin-
tese cirurgica e restauracdo da perfusao sangui-

nea por 24 horas. Apés 24 horas, todos os ani-
mais foram submetidos a eutanésia seguindo-se
a colheita de amostras do intestino delgado para
exame histoldgico.

O protocolo anestésico para os procedimen-
tos cirdrgicos consistiu na administracéo de so-
lucdo composta pela associacdo de 100 mg/kg
de cloridrato de cetamina a 10% (Vetaset®,
Brasil) e 10 mg/kg de cloridrato de xilazina a
2% (Virbaxyl®, Brasil), administrada por via
intraperitoneal no quadrante abdominal inferior
direito do animal. Apds tricotomia e cuidados de
assepsia e antissepsia com uso de solucdo deger-
mante de digluconato de clorexidina a 2% (Rio-
hex®, Brasil), foi realizada a infiltracdo na pele
e no tecido subcutaneo da regido abdominal
com 5 mg/kg de cloridrato de lidocaina a 2%
(Lidovet®, Brasil). Apos o periodo de laténcia
e confirmacdo do plano anestésico adequado
(teste de pincamento da cauda e regido interdi-
gital) a cirurgia foi realizada. Procedeu-se a la-
parotomia mediana. A linha alba e peritdnio fo-
ram divulsionados, e o quadrante abdominal in-
ferior visualizado com auxilio de afastadores. O
intestino delgado foi exposto, a artéria mesenté-
rica superior foi ocluida durante 30 minutos,
com uso do clamp Bulldog Dietrich Reto de 8
mm (Rhosse®, Brasil). Apds 30 minutos de is-
quemia, o clamp foi retirado, o intestino delgado
foi reposicionado dentro da cavidade abdomi-
nal, e foi realizada a sintese cirdrgica da parede
abdominal, utilizando fio de mononailon 3-0
(Technofio®, Brasil) em padrdo continuo para a
musculatura e periténio, e em padréo interrom-
pido para a pele.

No Grupo Controle (GC), foi realizada ape-
nas a exposicdo do intestino delgado prote-
gendo-o com compressas umedecidas em solu-
cao fisioldgica 0,9% por 30 minutos, seguido da
sintese da parede abdominal.

No Grupo Isquemia (GI), foi procedido o
clampeamento da artéria mesentérica superior
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por 30 minutos, seguido da sua remog&o, e sin-
tese cirurgica. A reperfusdo sanguinea foi resta-
belecida por 24 horas.

No Grupo Tratamento (GT), foi feita lapa-
rotomia, e aplicado por via intragéstrica com se-
ringa de insulina, 10 mg/kg de pentoxifilina
(Trental® Sanofi Aventis Pharma, Brasil). Apds
15 minutos, seguiu-se o clampeamento da arte-
ria mesentérica superior (por 30 minutos), re-
mocao do clamp e restauracdo da reperfuséo
sanguinea por 24 horas.

Durante a recuperacdo anestésica, os ani-
mais foram mantidos aquecidos com auxilio de
tecido de algodao 100% e colch&o térmico, para
evitar hipotermia. Apos 24 horas de reperfusao,
todos os animais dos grupos experimentais fo-
ram submetidos a eutanasia por sobredose anes-
tésica, seguindo se a colheita de amostras do in-
testino delgado a 15 cm da flexura duodeno-je-
junal. Trés segmentos do intestino delgado de
cada animal foram colhidos, imersos em formol
a 10%, para anélise histoldgica.

As amostras foram enviadas ao Laboratério
de Andlise Patoldgica Dra. Flavia Liparisi, em
Niterdi, Rio de Janeiro- Brasil. Para a avaliacao
do grau de lesdo da mucosa, foi utilizada a Clas-
sificacdo Modificada de CHIU (1970). Esta
classificacdo estabelece graduaces histoldgicas
para mucosa intestinal exposta a isquemia pro-
gressiva.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo a linha de base do escore ado-
tado, foi utilizada a classificagdo de CHIU
(1970) (7) (Tabela 19.1), onde o grau 2 de leséo
da mucosa dos animais do Grupo Controle foi
inferior aos dos animais do Grupo Isquemia
(3,67 £ 0,94) e dos animais do Grupo Trata-
mento (3,67 = 0,81) (p > 0,05). Entre as lesdes

histoldgicas de ratos submetidos a isquemia me-
sentérica aguda e aqueles tratados com 10
mg/kg de Pentoxifilina, ndo foi observada dife-
renca significante (p < 0,05) (Figura 19.1), em-
bora possa ter havido sobreposi¢do das possi-
veis causas idiopéaticos ou iatrogénicas gerado-
ras da les&o intestinal grau 2 nos animais do
Grupo Controle, e aqueles provenientes do pro-
cesso isquémico em acordo com Chiu et al.
(1970) apud Brasileiro (2018).

Tabela 19.1 Andlise histolégica apresentando a
classificacdo de CHIU para o grau de lesdo da mucosa
intestinal por grupo experimental

Rato n.° GC Gl GT
1 2 3 4
2 2 5 3
3 2 3 3
4 2 5 4
5 2 3 5
6 2 3 3
Média +- DP 2 3,67+-094 | 3,67+-0,8

Os valores da classificagdo de CHIU (1970) (7) foram
menores para o grupo Controle (ndo submetido a oclusédo
arterial) (2 £ 0), em comparagdo com 0s grupos Isquemia
(3,67 £ 0,94) e Tratamento (3,67 £ 0,81). Entre esses ul-
timos, ndo houve diferenca significante (p > 0,05). Fonte:
Autores, 2022.

Figura 19.1 Grafico comparativo entre grupos

P <005

p>005

5 1 [

p <005 .

Tratamento

Controle Isquemia
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Nos animais do Grupo Controle (GC), todos  aumentado entre as vilosidades, compativeis
0s animais (6/6) apresentaram formag&o do es- com o grau 2, de acordo com a Figura 19.2.
paco subepitelial de Gruenhagen e espagcamento

Figura 19.2 Caracteristicas histologicas da mucosa intestinal (Grau 2)

A B g ndeE :

Mas o

- - . ’L~-'fr,{_’:'-s.a..
Fotomicrografias representativas demonstrando formacdo de espaco subepitelial de Gruenhagen (setas pretas), e au-
mento do espago entre as vilosidades (seta azul). A H&E/100x, e B H&E/400x, encontradas na mucosa intestinal dos
animais do Grupo Controle.

Ja nos animais do Grupo Isquemia (GI),em  Figura 19.3. Nos demais animais (2/6),
4/6 ratos foram observadas lesGes histologicas  observou-se lesdes de grau 5 conforme Figura
tais como a destruicdo das porc¢oes livres das vi-  19.5.
losidades, compativeis com o grau 3, conforme

Figura 19.3 Caracteristicas histologicas da mucosa intestinal (Grau 3)

A x B \.' :4/

Fotomicrografias representativas demonstrando destruicdo da porcéo livre das vilosidades (X), presenga de capilares
dilatados (*) em A H&E/100x, e presenca de células inflamatérias (setas pretas), presenca de capilares dilatados (*) em
B H&E/400x.

Quanto aos ratos tratados com 10 mg/kg de  2/6 animais apresentaram destruicdo da estru-
pentoxifilina (GT), 3/6 dos animais foram clas-  tura das vilosidades e foram classificados como
sificados como de grau 3 conforme Figura 19.3;  de grau 4 conforme Figura 19.4, e um animal

(1/6) com grau 5 conforme Figura 19.5.
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Figura 19.4 Caracteristicas histoldgicas da mucosa intestinal (Grau 4).

A

B
—

Fotomicrografias representativas demostrando destruicao estrutural das vilosidades (X) A H&E/100x, células inflama-
torias e material necrético (#) e hemorragia ulceracdo das glandulas basais (setas pretas) B H&E/400x.

Figura 19.5 Caracteristicas histoldgicas de mucosa intestinal (Grau 5)

A

B

TS

B

N

Fotomicrografias representativas demonstrando destrui¢do da tinica da mucosa (#), resquicio de estruturas de glandulas

basais (setas pretas. A H&E/100x. B H&E 400x.

Este estudo foi realizado com o rato (Rattus
norvegicus), por ser esse animal o mais utilizado
nos estudos da isquemia e reperfusao, devido a
facilidade de manejo, adequabilidade aos proto-
colos, por ser de facil disponibilidade, por apre-
sentar constituicdo anatémica visceral bastante
semelhante & do homem, permitindo extrapolar
0s conhecimentos adquiridos para a espécie hu-
mana. O rato & um animal resistente a anestesia,
apresenta porte pequeno, € de facil manuseio ci-
rurgico nas abordagens das artérias, e representa
baixo custo de aquisi¢do e manutengdo (CER-
QUEIRA, 2004; RIBEIRO & YOSHIDA, 2005;
OLIVEIRA, 2016).

No estudo em questdo, os animais foram
randomizados de forma aleatdria. Na literatura,

o tipo de randomizacéo foi similar a do presente
experimento: Hammerman et al. (1999) = alea-
toria; Cerqueira (2004) = sorteio simples; Mar-
quil (2011) = aleatoria; Marques (2012) = ndo
relatou; Rasslan (2013) = sorteio simples; Oli-
veira (2016) = sorteio simples; Scapini (2016) =
ndo relatou; Abakary et al. (2018) = aleatoria;
Brasileiro (2018) = nao relatou; Egin et al.
(2018) = aleatoria. O numero total de animais
do estudo (n), foi estatisticamente calculado, e
embora inferior aos trabalhos de Hammerman et
al. (1999) = 41; Cerqueira (2004) = 60; Marquil
(2011) = 28; Marques (2012) = 24; Rasslan
(2013) = 36; Oliveira (2016) = 30; Scapini
(2016) = 48; Abakary et al. (2018) = 25; Brasi-
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leiro (2018) = 35; Egin et al. (2018) = 36, apre-
sentou tamanho amostral similar no grupo de in-
teresse (tratamento, n = 6) em relacdo aos de-
mais.

A via de obstrucdo utilizada nesta pesquisa
foi a Artéria Mesentérica Superior (AMS), a
mesma utilizada por Hammerman et al. (1999)
= AMS; Cerqueira (2004) = AMS; Marquil
(2011) = AMS; Marques (2012) = AMS; Rass-
lan (2013) = AMS; Oliveira (2016) = AMS;
Scapini (2016) = AMS; Abakary et al. (2018) =
AMS; Brasileiro (2018) = AMS ; Egin et al.
(2018) = AMS, sendo também compativel com
0 descrito por Goulart et al. (2014), ao relatarem
que os trés principais troncos viscerais respon-
séaveis pela circulacdo esplancnica sdo o tronco
celiaco, artérias mesentéricas superiores e infe-
riores, encontrando-se interligados por numero-
sas anastomoses naturais, com grande potencial
para desenvolver vias colaterais capazes de
manter o fluxo intestinal adequado mesmo no
caso da obstrucédo gradual destes troncos arteri-
ais. Considerando as referidas variacGes anat6-
micas entre individuos, padronizou-se o local de
oclusdo da artéria mesentérica superior. Tal cui-
dado impediu oscilagdes quanto ao volume resi-
dual de fluxo sanguineo ap6s o clampeamento
intestinal no presente experimento.

No presente trabalho, a isquemia controlada
foi feita durante 30 minutos, com o objetivo de
promover choque hipovolémico controlado, e
reperfusdo de 24 horas como tentativa da corre-
cdo da obstrucdo do fluxo sanguineo, mos-
trando-se suficiente para causar lesdes precoces
(durante a isquemia) e tardias (durante a reper-
fuséo), em desacordo com Rocha et al. (2012),
que relatou que um tempo maior de isquemia, e
menor tempo de reperfusdo causam maior dano
histoldgico e necrose tecidual. Ribeiro & Yos-
hida (2005) relatam que os estudos sobre isque-
mia e reperfusédo sdo caracterizados por duas fa-
ses experimentais distintas: fase de isquemia

com ocluséo arterial, ou reducdo do fluxo san-
guineo, no caso da isquemia por choque hipovo-
Iémico controlado; e a reperfusdo, com a de-
sobstrugdo do vaso previamente ocluido, ou
pela corregédo do choque, reperfundindo adequa-
damente o tecido até entdo isquémico. Os tem-
pos de isquemia e de reperfuséo foram variados
na literatura utilizada, e somente dois autores
utilizaram o mesmo tempo durante a isquemia:
Hammerman et al. (1999) =145 min R 75 min;
Cerqueira (2004) =1 30 min R 120 min ; Mar-
quil (2011) =1 60 min R 120 min; Marques
(2012) = 140 min R 80 min; Rasslan (2013) =1
24 horas R 2 horas; Oliveira (2016) = 1 5-30 min
R 5-60 min; Scapini (2016) = | 24 horas R 3 ho-
ras; Abakary etal. (2018) =145 min R 120 min;
Brasileiro (2018) =1 60 min R 60 min; Egin et
al. (2018) = 1120 min R 60 min.

Apos a eutanasia, o intestino delgado foi re-
tirado inteiro, e exposto em linha reta. Os seg-
mentos intestinais foram entdo coletados a 15
cm da flexura duodeno-jejunal para analise his-
tologica. Na literatura utilizada houve divergén-
cia em relagdo ao local exato de coleta das
amostras intestinais: Hammerman et al. (1999)
= ileo; Cerqueira (2004) = duodeno cranial, je-
juno médio, ileo distal; Marques (2012) = ileo;
Rasslan (2013) = ileo terminal; Oliveira (2016)
= a 20 cm da flexura duodeno-jejunal; Scapini
(2016) = ileo; Abakary et al. (2018) = ileo; Bra-
sileiro (2018) = ileo terminal; Egin et al. (2018)
= intestino delgado.

No presente experimento ndo foram relata-
das mortes durante a fase de reperfusdo, nem
durante outras fases do experimento. Na litera-
tura utilizada somente dois autores relataram
mortes durante a fase de reperfusdo: Hammer-
man et al. (1999) = ndo relatou; Cerqueira
(2004) = 69 mortes; Marquil (2011) = ndo houve
morte; Marques (2012) = ndo relatou; Rasslan
(2013) = 9 mortes (56 total); Oliveira (2016) =
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néo relatou; Scapini (2016) = néo relatou; Aba-
kary et al. (2018) = né&o relatou; Brasileiro
(2018) = nao relatou; Egin et al. (2018) = ndo
relatou.

A exemplo dos resultados obtidos com a
dose de 10 mg/kg administrada por via intragas-
trica no presente trabalho, somente o estudo de
Egin et al. (2018), utilizou a mesma dose, porém
administrando a pentoxifilina por via Intraperi-
toneal (IP) com oclusdo mesentérica durante
120 minutos, e periodo de reperfusdo de 60 mi-
nutos. Contrapondo nossos resultados, o traba-
lho de Egin et al. (2018) observou uma melhora
significativa nos danos isquémicos nos grupos
tratados com pentoxifilina, mesmo quando ad-
ministrou a dose de 1 mg/Kg. Os efeitos prote-
tores foram confirmados por respostas molecu-
lares e classificagdo histoldgica. Todos os de-
mais estudos, como os de Oliveira et al. (2017),
e Marques et al. (2014), mostraram lesdes de
menor gravidade com uso da pentoxifilina inde-
pendentemente do momento, da via de adminis-
tracdo, e da dose utilizada: Hammerman et al.
(1999) = 25 mg/Kg artéria aorta abdominal;
Cerqueira (2004) = 50 mg/Kg veia jugular;
Marquil (2011) = 25 mg/Kg veia femoral; Mar-
ques (2012) = 30 mg/Kg artéria femoral; Rass-

lan (2013) = 25 mg/Kg veia jugular e artéria ca-
rotida direita; Oliveira (2016) = 80 mg/Kg veia
femoral direita; Scapini (2016) = 25 mg/Kg veia
jugular e artéria carotida direita 25 mg/Kg; Aba-
kary et al. (2018) = 50 mg/Kg IP; Brasileiro
(2018) = 40 mg/Kg nao foi relatado; Egin et al.
(2018) = 1 mg/Kg e 10 mg/Kg IP.

CONCLUSAO

Nos animais tratados com pentoxifilina via
intragéstrica, a dose de 10 mg/kg se mostrou
ineficaz em atenuar o estresse oxidativo causado
pela isquemia-reperfusdo mesenteérica.

Reitera-se a necessidade da publicacdo de
estudos ainda que com resultados negativos,
pOiS 0S Mesmos serdo o ponto de partida seguro
para futuros experimentos, gerando reducgéo do
uso de animais, economia de tempo e recursos a
diversos pesquisadores.

Ha de se ressaltar, a auséncia de uma unifor-
midade metodoldgica na literatura, o que difi-
culta o estabelecimento de uma anélise compa-
rativa entre estudos.

Como limitagOes neste experimento, desta-
camos a falta de um estudo piloto, e da pentoxi-
filina na sua forma injetavel, além da auséncia
de exames moleculares.
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