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Um pedago de mim ficou

palido e morno,

ndo é desconforto

ndo é dor

ndo é caréncia

é auséncia do tempo que ndo Vivi.
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RESUMO

O presente estudo ‘objetiva estandardizar um micrométodo para quantificar
azul de Evans e possibilitar sua determinagio em plasma e colon de ratos para estabelecer o
fluxo transcapilar normal do corante desde o compartimento vascular ao tecidual. Na
primeira fase do estudo estabeleceu-se a calibragdo da solugio padrdo do azul de Evans a
2,5% diluida em diversas proporgdes em plasma de ratos e em solugdo fisiologica a 0,9 %,
através da leitura espectrofotométrica em leitor de microplacas de ELISA. Obteve-se, as
curvas padrbes de calibragio que permitiram a relagdo entre as densidades Opticas e as
concentragdes do corante. Para as determinagdes teciduais, utilizou-se solugdo fisiologica
como branco e para as plasmaticas, plasma normal de ratos. Apresentaram respectivamente
0,98424 e 0,99539 como coeficiente de correlagdo ( r ) para as calibragdes. A outra fase do
estudo consistiu na inoculag@o intravenosa, através da veia peniana, de 20 mg/kg do azul de
Evans em 96 ratos Wistar, divididos segundo os periodos de avaliagdo, em 12 grupos de 8
animais cada. As avaliagdes plasmaticas e teciduais foram executadas durante o periodo de
16 dias, distribuidas a partir da inoculag@o do corante em: 15', 30", 60', 2 h, 4 h, 8 h, 16 h,
32h,2d,4d, 8d e 16 d, com obtengdo de amostras de plasma e fragmentos colonicos,
sendo estes colocados em formamida, na proporgio de 4 ml/g de tecido. Apds a obtengio
das densidades opticas das amostras de plasma e colon, foram interpolados os valores nas
curvas padrdes de calibragdo. Os valores obtidos demonstraram que o maximo de
transferéncia do corante ao tecido colonico ocorre 8 horas apés a inoculagdo com o valor
médio de 148,3 pg/ml de plasma e 48,32 pg/g de tecido colonico. Os resultados obtidos
permitiram concluir que foi possivel estandardizar o micrométodo espectrofotométrico que
serviu para determinar as concentragdes do azul de Evans em plasma e tecido colonico de
ratos, apos sua inoculagio intravenosa.



ABSTRACT

The aim of this study is to standardize a micro method to quantify Evans blue
and to determine its presence in plasma and colon of rats, to establish the normal transvascular
flux of the dye from the vascular compartment to the colonic tissue. As the first step of the
procedure the micro method was standardize, through the calibration of the standard solution
of 2,5% of Evans blue, diluted in different proportions with plasma and saline solution, in a
micro plate reader of ELISA. The standard curves of calibration were obtained relating optical
density and dye concentration. For the tissue determination, a saline solution was used as blank
solution and for the plasma, normal rat plasma was used. The correlation coefficient of the
calibrations were 0,98424 and 0,99539 respectively. The second step of the study was the
intravenous injection through the penis vein of 20 mg/kg of Evans blue in 96 Wistar rats,
divided in 12 groups of 8 rats each, according to the time of evaluation. The plasmatic and
tissular evaluations were performed during a 16 day period, from the time of inoculation and
every 15',30',60,2h,4h, 8h, 16 h,32h,2d,4d, 8dand 16 d, obtaining plasma samples
and colonic fragments. The colonic fragments were preserved in formamide ( 4 ml/g ) for
extraction of the dye. After the optical densities of plasmatic and colonic samples were
obtained, the values were put on the standard calibration curve. The values obtained showed
that the maximum transference of dye in the colonic tissue happened at the 8th hour post-
inoculation with a mean value of 148,3 pg/ ml in plasma and 48,32 pg/g in the colonic tissue.
These results allowed to conclude that it was possible to standardize the spectrophotometric
micro method, which permited to determine the concentration of Evans blue in plasma and
colonic tissue of Wistar rats, after intravenous injection.
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1 INTRODUCAO

O corante azul de Evans, conhecido também como T-1824, ¢ um sal
organico, diazo-tetrassodico, com peso molecular de 960,8 utilizado em numerosas
investigagdes clinicas, devido a sua inocuidade e alta afinidade pela albumina plasmatica
3L19, 10.

Varios estudos clinicos e experimentais, evidenciaram sua utilidade na
determinagio do volume plasmatico, ressaltando a vantagem sobre outros marcadores
protéicos por ndo ser radioativo, ter alta solubilidade em agua e ser mensuravel através da

espectrofotometria >4 185220

O azul de Evans foi aplicado em estudos de distribuigéo da albumina '"'**

e
alteragdo da permeabilidade capilar, bem como em processos inflamatorios induzidos em
animais, para caracterizar as respostas vasculares sob a agdo de diferentes agentes quimicos,
ﬁSiCOS; mecﬁnicos e farmaCOléglcos 19, 38, 40, 32, 22,36, 33,39,41,34,14,7,1, 17,28 )

Outros estudos evidenciam que o azul de Evans forma um complexo estavel
com as proteinas plasmaticas. Quando € injetado na circulagdo sanguinea em baixas
concentragdes, combina-se preferencialmente com a albumina, e quando esta concentragio
se eleva, a albumina plasmatica é saturada e o corante passa tambem a ligar-se as globulinas
plasmaticas, selecionando primeiramente as alfa globulinas. Apos injetados 20 mg do azul
de Evans intravenosamente em ratos de 200 g, n3o sio encontradas quantidades
mensuraveis do corante livre no sangue circulante *’. O seu deslocamento da circulagio é
influenciado pela quantidade que as proteinas tissulares sdo capazes de fixar. O maior fluxo
do azul de Evans plasmatico ¢ devido a transferéncia do corante das proteinas plasmaticas,
para as proteinas tissulares '°. Assim que o corante se desliga da albumina, retorna para a
circulagio por via linfatica livre, recombinando-se com proteinas ou dissipando-se pela via
metabolica hepatica, ou excregdo, sendo encontradas quantidades mensuraveis nas fezes e

nada na urina, em 24 horas *,



Os estudos clinicos e experimentais do fluxo transvascular apos a inoculagio
intravenosa do azul de Evans, demonstram que a distribuig&o inicial do corante corresponde
ao volume plasmatico. O declinio durante as primeiras horas ap6s a administragdo
intravenosa € o resultado da soma da distribui¢do plasmatica e da difusdo para os tecidos
através do fluxo transcapilar 2> *. A parede dos capilares e vénulas representam uma
barreira entre os tecidos e o sangue. Esta barreira é permeavel a agua, eletrolitos e pequenas
moléculas, sendo que o calor, traumas ou agentes quimicos, como os proprios mediadores
da inflamagdo e drogas, podem alterar a integridade e funcionalidade desta barreira,
aumentando a permeabilidade aos elementos intravasculares. O termo permeabilidade
capilar aumentada, refere-se a alteragdo dessa barreira que induz o aumento no ritmo de
passagem das proteinas plasmaticas para o espago intersticial, fendmeno conhecido como
exsudagdo, caracteristica fundamental nos processos inflamatorios. A exsudagdo esta
relacionada também a outros fendmenos vasculares como hiperemia e estase “*. Como
conseqiiéncia da exsudagdo protéica, ocorre o edema, que pode ser medido pela
quantificagdo do azul de Evans extravasado com as proteinas do compartimento sangiiineo
ao intersticial. Fatores como, mediadores quimicos da inflamag@o, injurias com lesdo
vascular direta, fenOmenos que aumentam o fluxo transcapilar e incrementam os niveis de
acumulagdo do complexo corante-albumina nos tecidos, sendo ent3o, Gtil a avaliagdo desses
fendmenos, pela analise dos intercdmbios transcapilares em circunstincias de
permeabilidade microvascular alterada. A quantidade de albumina que flui normalmente
para os tecidos ndo € significativa, mas o extravasamento ¢ importante em vigéncia de
alteragio da permeabilidade capilar .

Quanto do azul de Evans pode-se acumular num tecido refletindo o processo
normal de transferéncia através do fluxo transcapilar?. Para responder esta pergunta
precisa-se do estudo da cinética do azul de Evans através da determinagdo das
concentragdes do corante no compartimento vascular e das concentragdes no tecido
normal. No presente trabalho escolheu-se o tecido coldnico para o estudo do fluxo

transcapilar do azul de Evans, por ser de interesse para futuros estudos.



Os objetivos do presente trabalho sdo:

1- Estandardizar um micrométodo espectrofotmétrico para determinar as
concentragdes em pg do azul de Evans;

2- Determiriar o fluxo transcapilar do azul de Evans no tecido coldnico,

através das determinages plasmaticas e teciduais do corante.
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2 REVISAO DA LITERATURA

O azul de Evans é um corante vital, assim denominado por se combinar as
proteinas plasmaticas. Essa propriedade tem sido muito explorada nos estudos de
determinag¢do do volume plasmatico, desde as primeiras publicagdes de GREGERSEN,

GIBSON e STEAD (1935), GIBSON e EVANS (1937)”.

Os primeiros estudos com o corante foram realizados em situagdes clinicas,
para depois entrarem no campo da avaliagio experimental. As discussdes referentes ao
emprego do corante, versavam em torno da problematica dos instrumentos para a medigdo
da densidade Optica, assim como evitar as interferéncias colorimétricas de hemolise, lipemia,
pigmentos biliares, turbidez e a cor inerente do plasma. Com o decorrer do tempo, ficou
evidente a sua propriedade de combinar-se com as proteinas, colocando-o em lugar de

importéancia dentro dos estudos de processos inflamatorios.

Foi desde os estudos de RAWSON em 1943, que as caracteristicas da
combinagdo albumina-corante comegaram a ser demonstradas, através de estudos da
afinidade de varios corantes vitais pelas proteinas. Em experimentos eletroforéticos,
RAWSON demostrou que o T-1824, azul celeste Niagara, azul celeste 6B e azul de tripan
em plasma estavam totalmente combinados com a albumina quando presentes em baixas
concentragdes. O autor, demonstrou ainda que quando a concentragdo excedia certos
limites, representando a capacidade de saturagdo da albumina, o corante se ligava as
globulinas. As evidéncias indicaram que cada molécula de albumina pode combinar-se com
um maximo de 14 moléculas de T-1824. Estudos de ultracentrifugagdo de albumina com
corante também evidenciaram que o T-1824 se liga a proteina. Os testes de tintura do
celofane revelaram diferengas das afinidades dos quatro corantes com a albumina, se bem
que todos se combinavam com a albumina plasmatica. O ritmo de desaparecimento da
circulagio encontrou-se inversamente proporcional a afinidade pela proteina. O autor

demonstrou que o T-1824 apresentou maior afinidade com um ritmo de desaparecimento de



8 a 10% por hora e o azul celeste de Niagara apresentou a menor afinidade e o maior ritmo
de desaparecimento de 54% por hora, concluindo que o T-1824 seria o melhor corante a ser

utilizado para determiago do volume plasmatico *'.

Partindo dos conceitos até entdo vigentes da combinagdo seletiva do azul de
Evans com a albumina e que o seu desaparecimento da circulagdo significava que igual
quantidade de proteina desaparecia da circulagio, LEVEEN em 1947, realizou estudo das
taxas de desaparecimento do corante da circulagdo em humanos, durante o periodo de 24
horas. Os resultados demostraram que a média de saida do corante da circulagdo era de
46%. Com este resultado o autor duvidou de que seja esta a porcentagem de regeneragao
protéica. Perguntou-se qual era a natureza quimica do complexo corante-proteina. Para
respondé-lo realizou estudos quimicos que demostraram que a quantidade de corante em
que a albumina poderia ligar-se, variava segundo o pH numa reagdo reversivel. Nas
condi¢des de estudo com pH de 2,5 a quantidade de moléculas de corante por molécula de
albumina era de 70:1. Em outra fase do experimento demonstrou que uma solugdo
contendo albumina e corante na proporgdo de 7:29 e passando por uma resina que aceita
somente ions livres, foi removido 50% do corante, concluindo-se que ocorreu dissociagdo
do complexo albumina-corante e transferéncia deste para a resina. Esta seria a explicagéo
do aparecimento do corante nos tecidos e secregdes, além de explicar o mecanismo de

desaparecimento do corante da circulagio sem estar acompanhado da albumina *°.

CASTER, SIMON e ARMSTRONG, em 1955, descreveram um método
para a determinagido do volume plasmatico nos tecidos de ratos albinos que dependia da
quantificag@o simultdnea do azul de Evans em plasma e tecidos aos 5 minutos de inoculagéo
intravenosa do corante. Foram obtidos as concentragdes de azul de Evans nos diferentes
tecidos, elaborando curvas de tempo-concentragdo. Observaram que as formas destas
curvas eram diferentes para cada tecido. No cérebro e no musculo esquelético apresentavam
uma fase rapida e outra que representaria 0 movimento lento do corante para os tecidos.

Porém, no intestino delgado observaram uma fase lenta, bem como no intestino grosso,



pele, estomago e pulmio formando uma curva bifasica. A interpretagdo da forma da curva
plasmatica que seria a soma de todos os eventos em cada tecido pode ser separada em trés
fases: uma fase de rapido desaparecimento necessario para a distribuicdo de todo o corante
no sistema vascular, com aproximadamente 11 ml de plasma. Outra fase de mistura,
necessaria para a distribui¢do do corante no leito capilar tecidual e por ultimo a fase de
transferéncia do corante que continua por varias horas e até dias, que diferem em ritmo para
os diferentes tecidos. As 24 horas de observagio, apos a injegdo de 20 mg de azul de Evans
somente 16% pdde ser encontrado no plasma, 30% na pele, 13% no musculo, 12% no
figado e 9% nos o0ssos, pouca quantidade, mas mensuravel, foi encontrado nas fezes e nada
na urina. O volume plasmatico total resultou ser 16,3 ml para um rato de 338 g com 5,25
ml de plasma tecidual. Os autores concluiram que o método serviu para o calculo do

volume plasmatico total *.

HUANG ¢ BONDURANT em 1956, efetuaram a determinagdo de volume
plasmatico utilizando o azul de Evans e iodo radioativo para marcar a albumina em ratos
Wistar-Purdue. A simultinea determinagdo do volume plasmatico com o T-1824 e iodo
radioativo foi de 3,43 + 0,48 ml/100 g com o primeiro e 3,36 + 0,41 ml/100 g com o
segundo, sendo a porcentagem destas substancias na primeira hora 15% a 30% da
quantidade injetada. Os autores concluiram que ndo houve diferenga significativa entre os

volumes plasmaticos encontrados por ambos os métodos '*.

A determinagdo do azul de Evans no sangue e nos tecidos, foi o objetivo de
estudo realizado por CLAUSEN e LIFSON em 1956, que propuseram um novo
processamento do tecido, que consistia na homogeneizagdo em solugio concentrada de
uréia, desligamento do complexo corante-albumina, precipitagdo parcial do cromégeno com
acetona e precipitagdo completa adicionando reagentes Somogy. O método foi utilizado -
para seguir a diregdo do corante ap0s a injegdo intravenosa de 12,5 mg de azul de Evans em
ratos. Apés 40 horas desta administragdo, observaram que 90% do corante injetado deixou

a circulagdo, mas somente 15% ndo pdde ser recuperado do organismo. Vencidas as 140



horas de estudo, 67% do corante poderia ser recuperado do organismo. Os autores
sugeriram que o método servia para quantificar o azul de Evans nos tecidos, apos a

inoculaggo intravenosa do corante °.

Foi descrito em 1962, por NIELSEN e NIELSEN, um céalculo para
determinar a densidade branca do plasma numa longitude de onda de 620 nm, facilitando o
cilculo da densidade do plasma corado com azul de Evans. As determinagbes das
densidades brancas em plasma sem corante ¢ sem hemolise visivel a diferentes longitudes
de onda tiveram uma evidente relagdo retilinea entre o logaritmo da longitude de onda e o
lagaritmo da densidade Optica. Os autores concluiram que essa simple equagdo, facilitaria as
corregdes necessarias para calcular a densidade branca das amostras plasmaticas coradas

com azul de Evans %.

Em 1966, STEELE e WILHELM, verificaram aumento da permeabilidade
em eritemas induzidos pela aplicagio de varios produtos quimicos sobre a superficie da pele
tricotomizada de cobaias. O aumento da permeabilidade foi indicada pela exsudagio do azul
de Evans circulante. A intensidade da coloragdo do liquido exsudado nos lugares de estudo,
era estimado por comparagdo com um quadro de filtro de papel, preparado com gotas de
corante com doses conhecidas. Tal intensidade era graduada comparativamente com o
quadro, como por exemplo: +, +, + £+ + até + + + +, registrando com as equivalentes
concentra¢des de azul de Evans. A ag@o de varios quimicos sobre a pele, pode ser avaliado

com o uso do azul de Evans como marcador do liquido exsudado **.

UDAKA, TAKEUCHI ¢ MOVAT, em 1970, quantificaram o aumento da
permeabilidade capilar, em coelhos, ratos e cobaias albinas, que receberam azul de Evans
por via intravenosa. Posteriormente foram induzidas varias lesdes inflamatorias na pele. As
peles lesadas foram removidas, cortadas e colocadas em formamida. A quantidade do
corante extravasado dos tecidos pode ser extraido com formamida e calculado

quantitativamente por colorimetria. Os resultados demonstraram que o método serviu para
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avaliar a permeabilidade vascular aumentada nas lesdes inflamatorias induzidas por varios

agentes quimicos *’.

Em 1971, REIS, OKINO e ROCHA e SILVA, utilizaram o azul de Evans
para avaliar o efeito farmacologico da bradicinina e outras cininas relacionadas com
permeabilidade vascular na parede abdominal de ratos. Injetaram intravenosamente 1 ml de
solu¢do de azul de Evans a 1%, em solugdo salina, como marcador do extravasamento
plasmatico, e intradermicamente 0,1 ml de cinina. A pele foi retirada e colocada em
formamida, desta forma foi extraidlo o azul de Evans, possibilitando a leitura
espectrofotométrica. A quantidade de azul de Evans foi calculada contra uma curva padrdo
do corante diluido em diferentes quantidades de formamida. Os resultados demonstraram
aumento de permeabilidade vascular sob a agdo da bradicinina pela constatagdo de niveis

elevados do corante *2.

Em 1980, BERNAUER utilizou o corante, ndo pela vantagem de sua
afinidade com a proteina, mas sim pela sua capaéidade de rapida difusdo transcapilar em sua
forma livre, onde o capilar e sua parede ndo sio barreiras para ele. No experimento foram
utilizados ratos Sprague-Dawley, nos quais foram induzidas lesGes isquémicas por ligadura
de vasos coronarianos. Apos o sacrificio o0 corag@o era retirado e a circulagdo coronariana
irrigada com uma solugdo de azul de Evans, para colorir as partes ndo excluidas da
circulagdo. Posteriormente o miocardio era submetido a um método de extragdo do corante
com acido cloridrico, benzalconio e cloroformio. O cloroférmio azulado era lido
espectrofotometricamente a 578 nm. Ao final da irrigagdo com o corante, as partes do
miocardio excluidas da circulagdo mantinham sua coloragdo normal, sendo que o restante
ficava tingido de azul escuro. A solugdo de azul de Evans utilizada nesta forma, abandona
os vasos rapidamente e se fixa nos tecidos. A parede vascular nio é uma barreira em
contraste ao que ocorre quando injetado na circulagdo venosa em um animal vivo, ai ele se
liga as proteinas plasmaticas € o extravasamento do complexo corante-albumina, reflete a

alteragio da permeabilidade capilar. Concluiram que o método empregado para a
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determinagdo da extensio do miocardio excluido foi util, dispensando pouco tempo e

permitindo a comparagio exata dos resultados entre diferentes animais .

O fendmeno que se produz durante o estimulo nervoso em diferentes partes
do organismo sobre toda a pele e vias aéreas superiores, tem sido tema de estudo para
determinar a contribui¢io do mesmo na inflamag3o neurolégica ( vasodilatagdo e aumento
da permeabilidade vascular ), participagdo dos mediadores envolvidos neste processo € a
acdo de drogas antagonistas. Em 1982, LUNDBERG e SARIA, estudaram o envolvimento
dos neurOnios sensoriais vagais no controle da permeabilidade vascular da mucosa da
traquéia de ratos. Utilizaram uma dose de 20 mg/kg de azul de Evans intravenosamente, 5
minutos antes do estimulo vagal. ApoOs a injegdo, o animal era irrigado com solug@o
fisiologica e entdo sacrificado. Um segmento de lcm de traquéia era cortado, pesado e
colocado em formamida. O azul de Evans extraido com a formamida era lido
espectrofotometricamente. Animais de controle foram estudados com igual metodologia
exceto os que ndo receberam estimulo vagal. O conteiido de azul de Evans nos animais
estimulados, que excedia o contetido presente nos animais de controle, era considerado
como indicador do aumento da permeabilidade vascular. A estimulagdo elétrica nervo-
vago, alterou a cor da traquéia de branco para azul intenso. Utilizando capsaicina substancia
inibidora, o extravasamento do azul de Evans como consequéncia do estimulo vagal foi
abolido. Em 1983, os mesmos autores estudaram o efeito da fumaga do cigarro, irritagdo
mecanica ( intubagdo traqueal ), irritagdo quimica ( éter, formalina, histamina, bradicinina,
capsaicina ) e o estimulo vagal sobre a mucosa da traquéia e bronquios de ratos Sprague-
Dawley, concluindo que esses estimulos induziram edema subepitelial indicado pelo
extravasamento de azul de Evans. A fluoresceina foi empregada para a observagio

microscopica da distribuigio do azul de Evans *.

Em 1983, GREEN e MARCHESSAULT, demonstraram a vantagem do uso
do HPLC ( high performance liquid cromatography ), para a determinagdo do azul de

Evans em amostras plasmaticas, sobre as técnicas convencionais de medi¢do, através da alta
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sensibilidade e acuracia do instrumento de alta resolugdo. Para este procedimento eram
necessarios amostras de pequeno volume, 150 ul de plasma, e posterior separagdo do
complexo corante-albumina pela alcalinizagdo do plasma em presenga de excesso de
magnésio .

Em 1985, SZABO, BROWN e SCHNOOR, estudaram as lesdes
hemorragicas na parede gastrica apés a administragdo do etanol, utilizando como
marcadores a tinta india e o azul monastral, para evidenciar os danos vasculares, e o azul de
Evans como indicador da permeabilidade vascular alterada. A instilagdo intragastrica de
etanol 3 75% e a 100% em ratos Sprague-Dawley, determinou o aumento da
permeabilidade vascular nos primeiros 3 minutos, resultando na demarcagdo vascular em 13
a 17% . Um minuto apos a administragdo intragastrica de 1 ml de etanol a 100%
demonstrou a duplicagdo da concentragdo do azul de Evans nas glindulas do estomago.
Nos ratos de controle a concentragdo do corante nas glandulas era duas a trés vezes
maiores que o conteudo luminal. Apos 12 minutos da agdo do etanol a 75% e 100% as
concentragdes de azul de Evans no conteiido gastrico e glandular foram comparaveis.
Demonstrou-se a utilidade do azul de Evans para avaliar alteragdes inflamatorias na mucosa
gastrica *.

Numerosos modelos de processo inflamatério em animais de
experimentacdo, t€ém demostrado a validade do uso de azul de Evans na deteminagdo da
permeabilidade capilar presente nestes processos. Em 1988 WOODS, SMITH e GRAHAM
estudaram a acumulag@o intragastrica do azul de Evans em humanos como indicador de
lesdo aguda da mucosa produzida pela aspirina. Neste estudo foi utilizado o azul de Evans
na dose de 50 mg/kg de peso dissolvidos em 50 ml de solugdo glicosada a 5% administrado
por via endovenosa. Os niveis de azul de Evans no conteido gastrico e no plasma foram
mensurados espectrofotometricamente. Foi evidenciado que o dano da mucosa gastrica
produzido pela aspirina, poderia ser detectado medindo-se o contetido gastrico do azul de

Evans apos a administragdo da aspirina. Concluiram que a mensuragdo do azul de Evans no
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contedo gastrico ofereceria indice precoce qualitativo e possivelmente quantitativo da
injiiria da mucosa gastrica *'.

Em 1988 FLORES, MELO e FERREIRA, estudaram num modelo
experimental de infarto de miocardio em ratos Wistar, o emprego do azul de Evans como
método para quantificar o dano miocardico produzido, propondo a mensuragdo do
extravasamento proteico como indice da extensdo da area infartada. O azul de Evans foi
injetado por via endovenosa 24 horas antes da oclusdo coronariana. Apos a indugdo do
infarto, os animais foram sacrificados e os coragdes removidos. As areas infartadas
apresentavam um aumento progressivo da coloragdo azul, fenémeno este denominado de
"infarto azul". A pega foi irrigada com solugdo de Ringer e colocada em formamida com
posteior leitura espectrofotométrica do extrato. Os resultados das leituras evidenciaram
aumento da concentragdo do corante, concluindou-se que servia para avaliar extensdo da
lesdo induzida no miocardio .

GREEN, JOHNSON, MARCHESSAULT e GATTO, em 1988, avaliaram o
fluxo transcapilar através da avaliagdo do conteudo intravascular e tecidual, e a distribui¢do
histologica do azul de Evans em cobaias normais € em cobais submetidas ao aumento
generalizado da permeabilidade microvascular pela agdo sistémica da histamina e
endotoxina. O azul de Evans foi injetado por via endovenosa em cobaias anestesiadas, e as
amostras plasmaticas foram obtidas em diferentes periodos de tempo. Os animais
submetidos a ag¢do da histamina e endotoxina, receberam a administragdo destas substancias
1 hora antes da inoculagdo do azul de Evans. O corante foi extraido dos tecidos em
formamida e o extrato lido espectrofotometricamente. O mesmo tipo de leitura foi usado
para a determinag@o do corante nas amostras plasmaticas. Demonstraram que o declinio das
concentragdes plasmaticas era o resultado da acumulagdo do corante nos compartimentos
teciduais. Observaram acelerag@o neste declinio apés a utilizagdo da endotoxina e histamina,

drogas que produziram incremento generalizado da permeabilidade microvascular .
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FINCK, MASHBURN, KOTTKE e ORSZULAK em 1989, estudaram a
permeabilidade vascular de enxertos venosos arterializados, qualitativamente com azul de
Evans e quantitativamente com iodol123 combinado com albumina. Utilizaram c3es que
haviam recebido o enxerto 24 horas antes do sacrificio. Os animais receberam azul de Evans
e albumina marcada por via endovenosa. Em todos os cdes a captagdo radioativa foi
superior aos controles e também a permeabilidade vascular aumentada, qualitativamente
confirmada com a observagio da impregnagdo de maior intensidade do corante nos
enxertos. Concluiram que este aumento poderia ser um fator determinante de

arteriosclerose dos enxertos venosos .

Em 1990, BACCARO, MARIANO e MALUCELLI, propuseram a
existéncia de substincias nos tecidos cronicamente inflamados que ativariam elementos
plasmaticos aumentando a permeabilidade vascular e reativando o processo inflamatoério.
Para elucidar esta questdo realizaram experimentos em ratos Wistar, produzindo lesdes com
nistatina ¢ BCG injentando apos, plasma n3o ativado e inibindo os fendmenos com
antinflamatorio ndo esteroides. As mudangas na permeabilidade vascular foram mensuradas

pelos niveis de azul de Evans teciduais .

Em 1991, CURTI, WIEZEL, LIMA, FERREIRA e RINCON, tentando
explicar o mecanismo de tintura do miocardio durante o infarto induzido em ratos
realizaram estudo histopatologico do fendmeno chamado "infarto azul". O material para a
observagdo do azul de Evans nos cortes histopatologicos, foi processado por congelagio.
Através dos estudos morfologicos concluiram que a coloragido se produz por difusio do

corante entre as células necropticas °.

Em 1992, HAAS, MACMILLAN, JORDAN e HU, utilizaram o azul de
Evans para avaliar um modelo orofacial de inflamag¢do aguda induzida pela agdo oleo de
mostarda. A mensuragdo do extravasamento do complexo corante-proteina demonstrou a

indugdo da inflamagdo V.
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O extravasamento microvascular é uma caracteristica primaria da inflamagéo
induzida com antigenos que levam a exsudag@o plasmatica nas vias aéreas. OBATA,
KOBAYASHI, OKADA, NAKAGAWA, TERAWAKI e AISHITA em 1992, definiram a
agdo dos leucotrienos sobre o estreitamento bronquico e os vasos endoteliais. Ao inibirem
leucotrienos, demonstraram diminui¢8o do extravasamento protéico produzido pela agio
agressora do antigeno sobre os vasos. Para a avaliagdo da exsudagdo plasmatica por dano
vascular, foi mensurada a concentragdo do azul de Evans nas vias aéreas e no pulmdo.

Evidenciou-se que quando presente uma lesdo os niveis do azul de Evans aumentaram **.



3 MATERIAL E METODO
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3 MATERIAL E METODO

O presente estudo foi desenvolvido no laboratério de Imunologia e
Microbiologia da Faculdade Evangélica de Medicina do Parana.

Investigou-se no tecido coldnico e plasma de ratos, o fluxo transcapilar do
azul de Evans, entendendo-se isto como a saida do corante, previamente inoculado por via
intravenosa, do compartimento central (ou vascular) ao periférico (ou tissular), e sua
consequente acumulagdo tecidual. Com vistas a alcangar os objetivos propostos, o estudo
foi desenvolvido seguindo etapas definidas.

Primeiramente definiu-se realizar o modelo experimental em ratos machos.

A seguir foram preparados os reativos a serem utilizados em todo o
experimento, e padronizado o micrométodo espectrofotométrico para quantificar o azul de
Evans nos niveis tissulares e plasmaticos em leitor para microplacas de ELISA. Finda esta
fase, os animais foram identificados, pesados e separados em grupos para o experimento.

Os resultados obtidos foram submetidos a testes estatisticos (céalculo de
coeficiente de correlag@o linear e o calculo da média e desvio padrio).

Aplicaram-se as Normas para Apresentagdo de Trabalhos da Universidade
Federal do Parana (1992), a NOmina Anatomica Veterinaria (1983) e os Principios Eticos
na Experimenta¢gdo Animal do International Council for Laboratory Animal Science
(1990).

3.1 AMOSTRA

Foram utilizados 96 ratos albinos, machos ( Rattus norvegicus, Rodentia
mammalia - linhagem Wistar-TECPAR ) divididos em 12 grupos, segundo o tempo de
sacrificio, com 8 animais em cada grupo. Os ratos foram anestesiados, pesados e inoculados
com a solu¢do do azul de Evans.

Durante todo o experimento os animais receberam dieta NUVITAL® |

padronizada para espécie e agua ad libitum, permanecendo em temperatura ambiente.
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3.1.1 Indug@o da anestesia

Os animais foram anestesiados com 0,5 ml a 1 ml de Hidrato de Cloral a
10% por via intraperitoneal.
3.1.2 Pesagem dos animais

Apos anestesiados os ratos foram pesados em balanga eletronica HELMAC
® HM 3300.
3.1.3 Inoculag@o do azul de Evans

A partir do peso dos animais foram calculados os inoculos da solugdo do
azul de Evans a serem administrados na propor¢do de 20 mg / kg de peso corpoéreo em cada
animal. Foram utilizadas agulhas de 13 x 3,8 mm e seringas de 1 ml, tendo acesso ao
sistema venoso pela veia peniana. Os animais foram marcados com acido picrico e

separados em caixas com 0ito ratos cada.

Figura 1. Inoculagido do azul de Evans através da veia peniana do rato no inicio do
experimento.
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Figura 2. Aspecto azulado do rato logo ap6s a inoculagdodo azul de Evans.

Foram estabelecidos os seguintes periodos para as coletas de amostras de
sangue e colon, e sacrificio dos animais: 15', 30', 60, 2h, 4h, 8h, 16h, 32h, 2d, 4d ,8d e 16d

apos a inoculagdo

3.1.4 Coleta de sangue

Estando os animais selecionados para a coleta, sob anestesia inalatoria com
éter sulfurico comercial procedeu-se a pungdo cardiaca com seringas heparinizadas e
agulhas 2,5 x 7,0 mm. A seguir o sangue coletado foi centrifugado e o plasma sobrenadante
colocado em frascos de vidro tampados e acondicionados a - 20 ° C até sua avaliagdo

laboratorial.
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Figura 3. Pungdo intracardiaca para a obteng@o de amostras sangiiineas.

3.1.5 Coleta de fragmentos de colon
Apos a coleta de sangue, realizou-se abertura da cavidade abdominal dos

animais, através de incisdo médiana xifopubica, e da sinfise pubica, incidindo sobre o reto
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no nivel da sua unido com o anus. A partir deste, retirou-se um fragmento de 3 cm de colon
distal. Os fragmentos foram lavados e retirados residuos de fezes e sangue, pesados em
balanga de precisdo e colocados em tubos de vidro, que foram tampados. Adicionou-se
formamida numa propor¢io de 4 ml por grama de fragmento de tecido. As amostras foram

acondicionadas e deixadas na estufa a temperatura de 22 ° C, durante 24 horas.

Figura 4. Demonstragdo do local da sec¢do do reto em sua unido com o anus.
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Figura 6. O fragmento de colon de rato situado na parte superior da figura corresponde a
um animal ndo inoculado com azul de Evans , e na parte inferior,um fragmento de célon de
rato 8 h ap6s a inoculagdo do corante.
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Figura 7. Adic¢do de formamida ao frasco que contém o fragmento de
colon.

3.2 SOLUCOES E REAGENTES

3.2.1 Solug?o do azul de Evans
Foi preparada a solugdo do azul de Evans, MERCK®> artigo 3169, a 2,5 % (

peso/volume ) em solugdo fisiologica ( 0,9 % de NaCl ). A solugdo continha 25 mg do azul
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de Evans por mililitro, sendo a seguir esterilizada por filtragio em membranas de 0,22 micra
MILLIPORE®, conservada posteriormente entre 4 a 8°C.
Desta solug@o, foram preparados os indculos para os ratos e os padrdes para

micro leituras espectrofotométricas.

3.2.2 Formamida
Utilizou-se Formamida MERCK®, artigo 9684.1000, para a extragdo do

corante das amostras teciduais.

Figura 8. Frascos de formamida e do azul de Evans.
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3.2.3 Solugdo de Hidrato de Cloral
Preparada a 10% ( peso/volume ) a partir de Hidrato de Cloral REAGEN®,
em solugdo fisiologica. A seguir foi filtrada em membrana esterilizante MILLIPORE®, com

porosidade de 0,22 micras.

3.3 METODOS DE AFERICAO

3.3.1 Dosagem do azul de Evans em tecido coldnico por micrométodo espectrofotométrico
em leitor de microplaca de ELISA
Para a determingio do azul de Evans nos extratos de célon, empregou-se a

seguinte metodologia:

3.3.1.1 Preparo da solugdo padrdo do azul de Evans
A solugdo do azul de Evans a 2,5% foi submetida a diluigdes sucessivas em

solugio fisiologica com pipeta automatica GILSON®, conforme Quadro I

Quadro I - Preparagio das diluigdes da solugio padrdao do azul de Evans em solugio
fisiologica

VOLUME DE VOLUME DE
DILUICAO SOLUCAO SOLUCAO
FISIOLOGICA | PADRAO AZUL
(ul) DE EVANS ( pl)
-1/ 1.500 500 1.000
1/2.000 1.000 1.000
1/ 2.500 1.500 1.000
1/3.000 2.000 1.000
1/3.500 2.500 1.000
1/ 4.000 3.000 1.000
1/ 4.500 3.500 1.000
1/ 5.000 4.000 1.000 |
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3.3.1.2 Leitura espectrofotométrica da solugdo padrao do azul de Evans
Apos a preparagdo das diluigdes, foram tomados 150 pl de cada diluigdo e

distribuidos nos orificios da placa de Terazaki, CORNING®,

Figura 9. Placa de Terazaki utilizada para leitura espectrofotométrica

A seguir foi realizada a leitura da densidade Optica de cada orificio da placa,
em leitor de microplaca BIO-TEK®, BT - 100 com filtro de 620 nm de comprimento de
onda, frente a um branco de formamida. Os dados obtidos foram submetidos a analise de
regressdo linear para obter a equagdo da reta e coeficiente de correlagdo ( r ) entre as

densidades Opticas e as concentragdes do azul de Evans.
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BIO-TEK

Figura 10. Leitor de microplacas BIO-TEK®, BT-100

3.3.1.3 Leitura espectrofotométrica dos extratos de fragmentos de colon em
formamida

Apos retirados os extratos da temperatura de - 20°C, estes foram colocados
a temperatura ambiente por 30 minutos € homogeneizados por 15" no agitador de tubos
PHOENIX®, modelo AT-56. Pipetou-se com pipeta automatica GILSON®, 150 pl de cada
extrato em cada orificio da placa de Terazaki e foram submetidos a leitura em leitor para
microplacas de ELISA, frente a um branco de formamida em filtro de 620 nm de

comprimento de onda.



28

As leituras obtidas foram extrapoladas na curva de estandardizagdo da
solugdo padrio do azul de Evans e calculadas as concentragdes das amostras em

microgramas por mililitro e microgramas por grama de fragmento de colon.

Figura 11. Tubos de ensaio contendo os extratos de formamida mais azul de Evans,
obtidos nos diferentes periodos de avaliagdo, durante 16 dias.

332 Dosagem do azul de Evans em plasma de ratos por micrométodo
espectrofotométrico em leitor de microplacas de ELISA
Para a determinagdo do azul de Evans plasmatico, empregou-se a seguinte

metodologia:
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3.3.2.1 Preparo da solugdo padrao do azul de Evans em plasma de ratos
A solugdo do azul de Evans a 2,5 % foi sobmetida a diluigdes sucessivas em
plasma de ratos ( sadios sem terem sido submetidos a experimentagdo ). As dilui¢des foram

preparadas com pipeta GILSON®, conforme Quadro II.

Quadro II Preparagéo das diluigdes da solugdo do azul de Evans em plasma

de ratos

VOLUME DE VOLUME DE SOLUCAO
DILUICAO | PLASMADE | PADRAO AZUL DE EVANS ( pl)
RATOS
(ul)

I 17256 1.000 1.000 pl da diluigdo previa 1/128 ||
I 512 1.000 1.000 pl da diluigio previa 1/256 ||
I 171024 1.000 1.000 pl da diluigdo previa 1/512 ||
I 1/2.048 1.000 1.000 pl da diluigdo previa 1/1024 ||
" 1/4.096 1.000 | 1.000 plda diluigdo previa 1/2048

3.3.2.2 Leitura espectrofotométrica da solugdo padrdo do azul de Evans em plasma

Apos a preparagdo das diluigdes foram tomados 150 pl de cada dilui¢do e
distribuidos nos orificios das placas de Terazaki, CORNING®.

A seguir foi realizada a leitura da densidade Optica de cada orificio da placa
em leitor de microplaca BIO-TEK®, BT - 100 com filtro de 620 nm de comprimento de
onda, frente a um branco de plasma de ratos. Apds as leituras os dados obtidos foram
submetidos a analise de regressdo linear, para obter a equagdo da reta e o coeficiente de

correlagdo ( r ) entre as densidades Opticas e as concentragdes do azul de Evans.

3.3.2.3 Leitura espectrofotométrica de plasma de ratos inoculados com azul de Evans
Ap0s retirar os tubos com plasma da temperatura de - 20 ° C, estes foram

colocados a temperatura ambiente por 30' e homogeneizados em agitador automatico
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PHOENIX®, modelo AT-56. Pipetou-se com pipeta automatica GILSON®, 150 pl de cada
extrato em cada orificio da placa de Terazaki e foram submetidos a leitura em leitor para
microplacas de ELISA, frente a um branco de plasma de ratos ndo inoculados,em filtro de
620 nm de comprimento de onda.

As leituras obtidas foram extrapoladas na curva de estandardizagdo da
solugdo padrdo do azul de Evans-plasma e calculadas as concentragdes das amostras em
microgramas por mililitro.

Quando as amostras apresentavam leitura superior ao limite de saturagdo do
aparelho, foram diluidas em plasma de ratos, procedida leitura espectrofotométrica e

convertido o valor da concentragdo frente ao fator de diluigdo utilizado.

|
SAKRDR 1A "B B A

Figura 12. Tubos de ensaio contendo as amostras plasmaticas obtidas nos
diferentes periodos de avaliagdo, durante 16 dias .
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3.3.3 Analise estatistica
3.3.3.1 Determinagio da regressdo linear
Utilizou-se o0 método regressdo linear, automatizado em calculadora

CASIO® 750 PX, conforme as seguintes etapas:

- Calculo dos coeficientes A e B da equagdo y = A + Bx

A=XZY-B ¥x
B=n ZXx-2x. Xy
onEx2-(3x )2

- Calculo do Coeficiente de Correlagdo (' r ) para os pares dados

densidade Optica e concentragdo da amostra
n EZxy- Ix. X

V{ nIx2-(Zx)2} {n Zy2-(Zy)?}

- Calculo de Médias ( Mx ) e Desvio Padrao ( DP)

X
Mx=___

n

TN (xi-x)
DP=+

3.3.3.2 Desvio-padrao

Os resultados obtidos em cada periodo de avaliagdo, foram analisados com

relagdo ao calculo da média e do desvio-padrdo da média.



4 RESULTADOS
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4 RESULTADOS

Durante o periodo de observagdo ndo ocorreram Obitos entre os animais

submetidos a inoculagdo do azul de Evans.
4.1 PESO DOS ANIMAIS

O registro do peso dos animais, em gramas, pode ser observado no Quadro

Quadro I

Peso dos animais em gramas registrados ao inicio do experimento.

Rato Periodos de avaliacido

15' | 30' 60' 2h 4h 8h 16h | 2d 4d 8d 16d

197,21319,5] 164,01 178,0319,5| 171,5| 383,2 [ 330,5 | 183,1 | 145,3 | 166,8

198,3 | 205,1 | 191,9] 209,3 | 280,31 160,1 | 162,9 | 403,0| 176,6 | 168,8 | 1848

213,5]209.21162,1]179,5[209,2]278,3257,7]278,8]177,5| 144,7] 1875

219,3 ] 254,3]202,5]235,2 | 156,8 ] 279,9 | 237,9 | 401,3 | 183,21 205,5]179,1

213,31299,4|167,8225,1 | 188,8330,1 | 183,0 | 325,5| 182,2]155,5]172,1

216,81182,9|234,0]197,2|188,2|277,0]201,7|317,7|185,1 | 161,8{193,8

1989 172,3]193,6 | 2264 | 213,2]280,4| 2475 162,4]168,0 | 189,5] 179,0

M\IO\UIAWNHE

218,01202,5(194,3]1203,91190,2|171,5]|169,5)173,4{181,8| 182,1]201,5

4. 2 DOSE DO AZUL DE EVANS

As doses do azul de Evans numa proporg¢ido de 20 mg/kg de peso podem ser

observadas no Quadro IV
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Quadro IV

Doses do azul de Evans (ml) inoculadas nos 96 animais ao
inicio do experimento numa proporg¢io de 20 mg/kg.

Rato Periodos de avaliacdo

15' | 30" | 60' | 2h | 4h 8h | 16h |32h | 2d | 4d 8d | 16d

o
=
P’

0,15 025|013 | 0,14 | 0,14 [ 0,13 [ 0,30 [0,21 [026]0,15]0,12]0,13

0,15 10,16 | 0,15 | 0,16 | 0,22 | 0,12 | 0,13 [0,27 | 0,32 | 0,14 | 0,14 | 0,14

0,17 10,16 { 0,13 { 0,14 | 0,16 | 0,22 { 0,20 {0,31 { 0,21 | 0,14 | 0,12 | 0,15

0,17 10,20 | 0,16 { 0,18 | 0,12 | 0,22 | 0,19 {0,23 | 0,32 | 0,15 | 0,16 | 0,14

0,17 | 023 | 0,13 | 0,18 | 0,15 | 0,26 | 0,18 [0,25 [ 0,26 | 0,15 0,12 ] 0,14

0,17 | 0,14 | 0,18 | 0,15 | 0,15 | 0,22 | 0,14 0,17 [ 0,25 [ 0,15] 0,12 [ 0,15

0,15 0,13 0,15 [ 0,18 [ 0,17 [ 0,22 ] 0,19 [0,28 | 0,12]0,13] 0,15 0,14

R[N [E [ W |-

0,17 [ 0,16 [ 0,15 [ 0,16 | 0,15 [ 0,13 [ 0,13 0,18 [ 0,13 0,15[ 0,15 [ 0,16

4.3 PESO DAS AMOSTRAS TECIDUAIS

Os fragmentos de colon foram pesados e o registro dos pesos das amostras
em gramas, podem ser observados no Quadro V.

Quadro V

Peso dos fragmentos coldnicos em gramas, obtidos nos diferentes
periodos de avaliagio.

Rato Periodos de avaliacio

15 1 30" | 60' | 2h | 4h | 8h | 16h | 32h | 48h | 4d | 8d | 16d
0,4210,41]0,39]0,15(0,17]0,29]| 0,48 | 0,49] 0,25]| 0,36 | 0,54 | 0,75
0,41 (0,45}0,37]0,09|0,27{0,33]0,43]| 0,67|0,20]0,73 | 0,54 { 0,66
0,570,45/0,34/0,12 0,23 0,330,721 0,71 ] 0,35 0,39 | 0,50 | 0,66
0,41 {0,471036]0,12| 0,26} 0,34} 0,42{0,46{ 023029044} 0,68
0,4210,45}043]0,120,28(0,34] 0,61 }0,51{0,29]0,57| 0,56 | 0,55
0,58 (0,491041}0,16{0,26|0,33]0,53|0,48{0,24] 0,30} 0,54 | 0,80
0,58 {0,5310,32}0,13{0,23(0,35]0,52|0,84]0,31]0,64|0,54( 0,9

2

041]043]034]0,10[027[036]0,56]0,61][029[0,70]0,50] 0,46

oo
=
P’

- RRN RE- NIV RPN IZN SR
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4.4 VOLUME DE FORMAMIDA

Os volumes de formamida adicionados na proporg¢do de 4 ml/g de tecido

coldnico estdo demonstrados no Quadro VI.

Quadro VI

Volume de formamida colocado nos tubos de ensaio numa proporgdo de 4 ml por grama de
fragmento de tecido coldnico obtido nos diferentes periodos de avaliag@o.

Rato Periodos de avaliacdo

(n) 15' 30' 60' 2h 4h 8h 16h | 32h | 4d 8d 16d

1,68 1 164 | 1,56 06 | 0,68 | 1,16 | 1,92 ]| 1,96 | 1,44 | 2,16 | 3,00

2 2

1,64 | 180 1,48 ) 036 ) 1,08 ) 1,32} 1,72 ] 2,68 | 292 | 216 | 2,64

228 | 180 136 | 048 | 092 | 132] 2,88 | 2,84 | 1,56 | 2,00 | 2,64

164 | 188 144 048] 104 ] 136 1,68] 1,84 1,20 | 1,76 | 2,72

2

1,68 | 1,80 | 1,73 ] 0,48 | 1,12 | 136 | 244 | 2,04 | 228 | 2,24 | 2,20

232 | 196 | 1,64 | 064 | 104 | 132 | 2,12 ] 1,92] 1,16 | 2,16 | 3,20

2

2321216 1,28 ) 0,52 0,92 | 1,40 | 2,08 | 3,36 | 2,56 | 2,16 | 3,60

COI~I|ON U | [ W |

164 | 1,72] 1,36 | 0,40 | 1,08 | 1,44 | 224 | 2,44 | 2,80 | 2,00 | 1,84

4.5 SOLUCAO PADRAO DO AZUL DE EVANS ( 25 mg/ml ) EM PLASMA

Analisou-se os valores de absorbancia obtidos para as diluigdes da solugdo
padrdo em plasma, em relagdo com as concentragdes das mesmas para o estudo do indice
de correlagdo ( r ) dos dados. Obteve-se nas diluigdes da solugdo padrio em plasma um
valor de correlagdo ( r ) de 0,99539. Os valores de referéncias obtidos podem ser

observados no Quadro VIIL.
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Quadro VII

Concentragio do azul de Evans da solu¢do padrido e densidade
Optica a 620 nm em leitor de microplacas frente a plasma de ratos
ndo inoculados.

concentrac;ﬁ?( ug/ml ) densidade-é‘mica
97,65 0,618
48,82 0,337

24,41 0,105
12,20 0,036 _ |

O Grafico 1 ilustra a curva de correlagdio obtida entre as diversas

concentragdes da solugdo padrio em plasma e os respectivos valores de absorbancia

obtidos.

Grafico 1

Distribuigdo grafica e correlagdo ( r ) entre as concentragdes do padrao do azul de
Evans ( pg/ml ) e densidades Opticas a 620 nm - Curva padrdo de calibragio para
determinagdes plasmaticas.

densidade Gptica

07

12,2 24,41 48,82 97,65

concentragdo de azul de Evans( pg/ml)

coeficiente de correlagdo (r) =0,99539
equagdo de regressdo y =ax+b
a=-0,04191

b= 13,9363

y=-0,04191x + b

y = pg/ml



4.6 SOLUCAO PADRAO DO AZUL DE EVANS EM SOLUCAO

FISIOLOGICA ( 25 mg/ml )
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Os valores de absorbancia obtidos para as diluigdes da solugdo padrdo do

azul de Evans em solugdo fisiologica em relagdo com as concentragdes das mesmas, seguem

no Quadro VIII.

Quadro

v

Relagdo entre concentragdo do azul de Evans da solugio

padrdo e densidade Optica

a 620 nm em leitor de

microplaca frente a solugdo fisiolégica como branco.

concentragdes (ug/ml) | densidade optica-620 nm |
16,66 0,290
12,5 0,214 L
10,00 0,180
8,33 0,132
7,14 0,093
6,25 0,078 i
5,55 0,033
5,00 0,027
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O Grafico 2 demonstra a correlagdo obtida entre as diversas concentragdes

da solug3o padrio em solugdo fisiologica e os respectivos valores de absorbancia.

Grifico 2

Distribuigio grafica e correlagio ( r ) entre as concentragdes do
padr3o do azul de Evans ( pg/ml ) e densidades Opticas a 620 nm -
Curva padrio de calibragio para determinag¢des teciduais.

03+

0,25 +

o
(M)

o
-—h

densidades Sptica
S20 nmn
(o] o
=) -
[4)] [4,]

o

5 5,55 6,25 7.14 8,33 10 12,5 16,88
concentragao de azul de Evans ( yg/ml)

coeficiente de correlag@o ( r ) = 0,98424
equagdo de regressdo y =ax+b
a=33312

b=4270

y=3,3312x+b

y = pg/ml
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4.7 SOLUCAO BRANCA

Obteve-se para a solugdo branca ( plasma ) uma leitura espectrofotométrica

da densidade 6ptica igual a 0,356 e para a formamida de 0,335.

4.8 CONCENTRACAO DO AZUL DE EVANS EM PLASMA

Os valores das concentragdes do corante no plasma dos animais, obtidos nos

diferentes periodos de avaliagdo estdo presentes no Quadro IX.

Quadro IX

Valores obtidos do azul de Evans (pg de corante / ml de plasma ) e
periodos de obtengdo das amostras.

RATOS (n)
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
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O Grafico N ° 3 demonstra a configuragdo da curva resultante a partir dos

valores da concentragio do azul de Evans em plasma.

Grafico 3

Concentragio do azul de Evans (ug/ml), nas amostras plasmaticas
obtidas nos periodos estabelecidos, antes do sacrificio.

700 T ® val.min

.g 600 + B val. med.
S
g = 500 ; + val. max
S £
° g 400 +
W@
& g 300
© g
£ 5 E
o W 200
: :
8 100} : .

0 9 ML N B

19 30 60 2h 4h 8h 16h 32h 2d 4d 8d 16d
tempo
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4.9 CONCENTRACOES DO AZUL DE EVANS NO TECIDO COLONICO

Os valores das concentragdes do azul de Evans nas pegas foram obtidas a
partir da leitura espectrofotométrica do extrato do corante em formamida. Extrapolaram-se
os resultados na curva da solugio padrdo do azul de Evans e calculados em pg/g de peso do

fragmento de colon. Os resultados podem ser observados no Quadro X .

Quadro X

Valores do azul de Evans em pg de corante / grama de tecido e
periodo de obtengio das amostras. Estos valores foram obtidos a partir
das concentragGes do corante presente no extrato de formamida

TEMPO | RATOS (n) | VAL. MAX. | VAL. MED. | VAL. MIN.
15' 8 32,64 27,08 23,32
30 8 42,60 37,68 32,76
60’ 8 46,06 38,55 30,88
2h- 8 34,56 31,72 28,84
4h 8 42,36 37,65 32,92
8h 8 57,04 4832 39,60
16h 8 39,80 36,04 32,44
32h 8 37,80 33,72 29,68
2d 8 41,00 33,72 26,64
4d 8 36,72 31,64 26,64
8d 8 29,84 24,72 19,64
16d 8 29,12 23,64 0




Distribuig@o grafica entre as médias, valores maximos e inferiores do azul de
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Os niveis do azul de Evans no tecido colonico estdo registrados no Grafico

Grifico 4

Evans em pg por g de tecido colonico de ratos, por periodo de coletas

60,00 +
50,00 +
40,00 +
30,00 +
20,00 |
10,00 1

concentragéio do azul
de Evans (jlg/g)

0,00

5 val.max.

A val.med.

® valmin.

4 " i ;
T —t 1 —t

13 30 60' 2h 4h 8h 16h 32h 2d 4d 8d 16d

tempo
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4.10 RELACAO ENTRE AS CONCENTRACOES PLASMATICAS E TECIDUAIS

Os resultados das concentragdes plasmaticas e teciduais encontram-se

relacionados no Grafico 5

Grafico 5

Demonstragio grafica da relagdo entre as concentragdes do azul de Evans em
plasma e tecido coldnico encontradas nos diferentes periodos de avaliagéo

—&— cdlon

Niveis do azul de Evans

15’ 30 60’ 2h 4h 8h 16h 32h 2d 4d 8d 16d
tempo
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4.11 CLAREAMENTO PLASMATICO DO AZUL DE EVANS

As médias das concentrages plasmaticas do azul de Evans e sua relagdo em
porcentagem com a dose inoculada ao inicio do experimento, estdo registradas no Grafico

6.

Grifico 6

Demonstragdo grafica dos valores médios das concentragGes plasmaticas do azul de Evans e
a relagio percentual com a dose inicial inoculada

400,00 {90%
35000 1| | 89,35%
30000 | |75.83%
250,00 | 62,35%
200,00 | 42,74%
150,00
100,00
50,00 +

0,00

91,10%

(ng/mi)

27,35%
13,50%

9,10%
I——-l 850% 336% 1,86%
: : H—L N e P

15 30" 60' 2h 4h 8h 16h 32h 2d 4d 8d 16d
t©mpo

concentragio de azul de Evans
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5 DISCUSSAO

5.1 MODELO ANIMAL

O animal utilizado no presente estudo foi o rato da linhagem Wistar-
TECPAR, que apresentou baixo custo e pequena area de confinamento, o que foi
importante devido ao grande niimero da amostra. Sendo o animal de baixo peso e estando a
dose do corante relacionada com o peso do animal, foram utilizados pequenos volumes do
azul de Evans que variaram de 0,13 ml a 0,30 ml. Além disso o rato foi utilizado em estudos
de determina¢do do volume plasmatico com o azul de Evans ' * e para avaliar modelos
experimentais de processos inflamatérios com enfoques fisiopatologicos e terapéuticos ** >
21.36.3 0 {nico estudo encontrado nesta revisio com referéncia 4 mensuragio do corante
no colon foi o realizado por CASTER, SIMON e ARMSTRONG ( 1956 ) que estudaram
as concentragdes do azul de Evans nos diferentes tecidos como base para determinar a
curva plasmatica do corante, definindo o espago tecidual do azul de Evans como o volume
plasmatico dos tecidos *. A anlise realizada por estes autores ndo pdde ser comparada aos
resultados do presente estudo por envolverem pequeno nimero de amostras (3 ratos por
grupo), periodos de avaliagio de somente 120 minutos e os resultados expressados em
mililitros do azul de Evans por porcentagem de tecido. N3o encontrando outras descrigdes
de acumulagdo do azul de Evans no célon, aplicou-se o método desenvolvido no presente
estudo para determinar as concentragdes do azul de Evans em pg/g de tecido col6nico de
ratos, sem evidéncias de alteragdes, que permitam servir de parimetros para futuras

comparagdes com Os niveis a serem encontrados em modelos experimentais de doengas

intestinais.
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5.2 INOCULACAO DO AZUL DE EVANS

A via de inoculagio pode ser intravenosa, o que permite a combinagio do
corante com a albumina difundindo-se por todo o organismo. Para o acesso ao sistema
venoso foram utilizadas a veia caudal *, veia jugular 53 veia femoral 2 e veia peniana uhadd
A inoculagio também pode ser feita intraarterialmente o que permite a combinagdo de
quantidades minimas de corante com a albumina. O corante assim inoculado difunde
rapidamente para os tecidos. BERNAUER em 1980, utilizou a inoculagdo intraarterial do
corante para evidenciar areas excluidas da circulagio posterior a ligadura de um vaso
coronariano 2. No presente estudo utilizou-se a inoculagdo intravenosa pela veia peniana
que apresentou-se de facil acesso e calibre adequado, permitindo a constatagdo da completa

inoculagio da dose do corante. A dose inoculada foi de 20 mg/kg de peso e ndo

demonstrou efeitos deletérios no animal.

5.3 OBTENCAO DOS FRAGMENTOS COLONICOS

Os fragmentos colonicos foram obtidos apds anestesia dos animais com éter
sulfurico e prévia pungdo intracardiaca, para obtengdo de 5 a 10 ml de amostra sanguinea.
Obtidas as amostras, os animais foram sacrificados com a inalagdo de éter sulfurico. O
fragmento do tecido incluiu 3 cm de célon, desde o anus como limite distal, sendo este uma
referéncia anatomica fixa. Foi escolhido o segmento de colon distal por apresentar
particular interesse para o desenvolvimento de futuros estudos em modelos experimentais
de processos inflamatorios nesse segmento. A partir dos niveis de acumulagio do azul de

Evans em coélon normal, a quantificagdo do corante em processos inflamatorios permitira

graduar os mesmos.
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5.4 PROCESSAMENTO DO MATERIAL

As mudangas da permeabilidade vascular nos processos inflamatorios
utilizando o azul de Evans como marcador, foram indicados em alguns casos, mensurando
didmetros das lesdes e as intensidades da colorag@o graduadas em cruzes e comparada com
um quadro preparado com gotas de doses conhecidas do corante 32 Essa determinagio
sendo subjetiva, apresentava falta de precisio. Em outros casos, a determinagdo do
extravazamento nos tecidos era qualitativa, evidenciada pela presenga ou nio do corante >*.
Utilizando substancias extratoras do azul de Evans dos tecidos, conseguiu-se determinar os
niveis do corante através da leitura espectrofotométrica das densidades Opticas dos extratos.
Existem numerosas técnicas que utilizam diferentes substéncias para a extragdo do azul de
Evans acumulados nos tecidos, como a acetona-zefiran *, solug@o de uréia, acetona, reativos
de Somogy I e I1 °, formamida 3% 2" % 14.35.26.3 46ido cloridrico, cloreto de benzalconio,
cloroformio 2, hidroxido de sodio nitrogenado, hidroxido de potéssio nitrogenado, acetona,
acido sulfirico nitrogenado *, sulfito de sodio, acetona 3 acetona e sulfato de sodio V.
Sendo o azul de Evans um corante acido demonstrou-se que num pH neutro a quantidade
de moléculas de corante que se combinam com a albumina varia entre 8 e 14 *'. Diminuindo
o pH, essa quantidade aumenta até 70 moléculas de corante por moléculas de albumina *°.
No presente estudo utilizou-se a formamida como extrator do corante. Esta é uma
substdncia de pH alcalino, que determina a modiﬁcaqa’io do meio neutro fisiologico dos
tecidos, diminuindo a afinidade do corante pela a albumina, causando sua liberagdo desta
molécula. O azul de Evans solubiliza-se na formamida, podendo ser lida a densidade Optica
do extrato por espectrofotometria. Existe na literatura revisada uma disparidade com
relagio a tempo de exposigio, temperatura e quantidade de formamida para o
processamento das pegas, ndo sendo encontrada em nenhuma referéncia que relacione
volume com o peso das amostras. O volume utilizado foi de 4 m! de formamida por grama

de tecido, sendo as pegas conservadas a 22 °C durante 24 h, evitando desta forma,
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problemas de interpretagio do periodo de tempo de extragdo, temperatura, volume de
formamida e tamanho das amostras, como encontrado em algumas frases na presente
revisdo, tais como "durante a noite" ®, "temperatura ambiente" ', "mais de 24 h" % "72 ou
96 h e 24 ou 36 h" *, "pedagos de diferentes tecidos foram colocados em 2 ml de
formamida" **. Com esta metodologia que utiliza somente uma substéncia, observou-se a
decoloragio das amostras teciduais e a formamida de cor transparente adquiriu uma
tonalidade cuja intensidade variava segundo a quantidade do corante extraido, medindo-se

precisamente por leitura espectrofotométrica.

5.5 LEITURA ESPECTROFOTOMETRICA

A determinagdo quantitativa do azul de Evans depende da leitura
espectrofotométrica das densidades Opticas, seja no plasma ou nos extratos teciduais. Tem
sido reportado o uso de espectrofotometros com diferentes comprimentos de onda para a
determinagdo da densidade optica do corante. Segundo evidenciou GREGERSEN em
1938, a absorgdo espectral do azul de Evans encontra-se entre 620 nm e 625 nm'. As
corregdes para a hemolise tornam-se desnecessarias porque a absorgio da hemoglobina
apresenta seu pico entre 580 nm e 600 nm. Em 1983, GREEN e MARCHESSAULT, e
GARDNER em 1986, descreveram a mensuragdo do azul de Evans utilizando o HPLC (
high perfomance liquid cromatography) ressaltando a acuracia e sensibilidade do método
além de necessitar volumes reduzidos das amostras para a analise cromatografica ' 2. No
presente trabalho o uso do leitor de microplacas de ELISA como espectrofotometro em
comprimento de onda de 620 nm, resultou em grande utilidade devido serem necessarios
somente 150 pl das amostras para a analise, possibilitando a leitura consecutiva de multiplas

amostras em um periodo curto de tempo.
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5.6 SOLUCAO PADRAO

Neste estudo avaliaran-se quatro diluigdes da solugdo do azul de Evans a
2,5% (25 mg/ml) em plasma de ratos, contendo 97,65 pg, 48,82 pg, 24,41 pg e 12,20 ug
do azul de Evans por mililitro. A correlagdo entre as densidades opticas e estas
concentragbes, forneceram um coeficiente de correlagdo (r) de 0,99539 (Gréafico 1)
conhecendo-se os valores obtidos para o coeficiente angular (a) -0,04191 e o coeficiente
linear (b) igual a 13,9363 e sendo (x) o valor obtido pelas leituras espectrofotométricas
calculou-se (y) que é a concentragdo do azul de Evans em pg/ml de plasma. Estes valores
configuraram a curva padrdo de calibragdo para as determinagdes do azul de Evans em
plasma. Foram avaliadas também 8 diluigdes da solugdo padrdo do azul de Evans a 2,5%
(25mg/ml) em solugdo fisiologica contendo 16,66 pg, 12,5 pg, 10 pg, 8,33 pg, 7,14 pg,
6,25 pg, 5,55 pug e 5 ng do azul de Evans por mililitro. A correlagdo entre as densidades
Opticas e as concentragdes do azul de Evans forneceram um coeficiente de correlagdo (r) de
0,98424 (Grafico 2). Conhecendo-se os valores obtidos para o coeficiente (a) igual a
3,3312 e o coeficiente linear (b) igual a 42,70 e sendo (x) o valor da densidade Optica obtida
pela leitura espectrofotométrica calculou-se (y) que é a concentragdo e azul de Evans em
solugdo fisiologica. Estes valores configuravam a curva padrio de calibragio para as
determinagdes do azul de Evans em extratos teciduais (formamida mais azul de Evans). Os
valores de correlagdo (r) se aproximam ao i/aldr absoluto que é 1, demonstrando alta

sensibilidade das leituras espectrofotométricas.

5.7 SOLUCAO BRANCA

Parte da densidade Optica das amostras plasmaticas com corante se deve a

presenca de particulas no plasma como hemoglobina e pigmentos biliares que determinam
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uma absorgdo espectral a mais do que as propriamente devidas ao azul de Evans. NIELSEN
e NIELSEN em 1962, LINDERKAMP, MADER, BUTENANDT, RIEGEL em 1977 e
FOLDAGER e BLOMQVIST, em 1991, propuseram para a corregdo das leituras
espectrofotométricas do azul de Evans em plasma uma equagdo que determinava a
densidade optica das amostras coradas em dois diferentes comprimentos de onda : 600 nm e
780 nm, encontrando uma relagfo linear entre o logaritmo do comprimento de onda € o
logaritmo da densidade oOptica. Isto permitia a corre¢do individual das amostras plasmaticas
2. 2.5 Foi utilizado neste estudo para a corregdo da densidade das amostras plasmaticas
coradas, plasma de ratos sem corante com uma densidade optica lida a 620 nm de 0,356 que
foi subtraida da leitura de cada amostra. Para a corre¢do das densidades das amostras
teciduais (extratos do azul de Evans em formamida) foi utilizada a mesma formamida com
uma densidade optica de 0,335, densidade comparavel a densidade da solugdo fisiologica

utilizada na calibragio da solugdo padrdo de referéncia.

5.8 CONCENTRACOES PLASMATICAS DO AZUL DE EVANS

Os resultados obtidos nas determinagdes das concentragdes plasmaticas do
azul de Evans demonstrados no Quadro IX e no Grafico 3 refletem o fluxo transcapilar do
azul de Evans do compartimento intravascular ao periférico. A partir do conhecimento do
valor médio das doses do azul de Evans inoculadas e do valor médio das concentragGes das
amostras obtidas aos 15', calculou-se o volume plasmatico médio (11,3 ml), resultado
comparavel aos encontrados por HUANG e BONDURANT em 1956 e por CLAUSEN e
LIFSON em 1956 ' °. Esse calculo permitiu o calculo do volume plasmatico porque a
distribui¢do inicial do corante corresponde ao volume plasmatico como demonstrado por
varios estudos 2 ** . A concentragio média do azul de Evans de 370,3 pg/ml aos 15'
representou 100% da dose inoculada; aos 30' representou 75,83%,; aos 60', 89,35% ; as 2 h,

62.35%; as 4 h, 42,74%; as 16 h, 27,35%; as 32 h, 13,50%; aos 2 d, 9,10%, aos 4 d, 8,5%;
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ao0s 8 d 3,36% e aos 16 d, 1,86% ( Grafico 6 ). O declinio do conteudo intravascular do
azul de Evans apos a inoculagdo intravenosa, durante as primeiras horas, resultam da soma
da distribuigio e eliminagdo, porém este ultimo seja menos importante, como demonstrado
por CLAUSEN e LIFSON em 1956, que encontraram 86% do corante inoculado no
organismo, ap6s 140 h de avaliagdo®. Portanto o declinio das concentragdes corresponde ao
fluxo transvascular ou transferéncia do corante das proteinas do compartimento vascular

para as proteinas do compartimento periférico.
5.9 CONCENTRACOES TECIDUAIS DO AZUL DE EVANS

As concentragdes teciduais registradas no Quadro X e no Grafico 4 refletem
a transferéncia do azul de Evans do compartimento vascular para o tecido colonico. Os
niveis maximos de transferéncia foram encontrados as 8h com um valor médio de 48,32
pg/g, refletindo a capacidade de saturagido do tecido em auséncia de lesdes. Este valor
devera ser considerado nos futuros estudos de determinagio das concentragdes do azul de
Evans no colon em presenga de lesdo e permeabilidade capilar alterada. Niveis acima dos

referidos serdo considerados indice de alteragdo capilar permitindo quantificar essas lesoes.
5.10 RELACAO ENTRE AS CONCENTRACOES PLASMATICAS E TECIDUAIS

As curvas obtidas a partir das concentragbes plasmaticas refletem a cinética
intercompartimental do azul de Evans. Sendo o c6lon somente um 6rgido do compartimento
periférico pelo qual se distribui o corante transferido das proteinas plasmaticas para as
teciduais, ndo ha condi¢des para se fazerem conclusdes gerais sobre os acontecimentos em
outros tecidos por apresentarem diferentes comportamentos como demonstrado por

CASTER, ARMSTRONG e SIMON em 1955, porém permitem relacionar os resultados
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diante das inflexdes presentes nas curvas (Grafico 5)'. O declinio das concentragdes
coincide com 0 aumento tecidual avaliado aos 60'. As 2 h se observa uma diminuigdo da
concentragdo tecidual e um aumento da plasmatica. A partir dai as concentragGes
plasmaticas vao diminuindo em forma progressiva e a colonica aumentando até alcangar um
pico maximo as 8 h, para depois diminuir em forma progressiva refletindo provavelmente

eliminagio metabolica ou interagdo com outros compartimentos.
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6 CONCLUSOES

Analisando os resultados do presente estudo, conclui-se que:

1- Foi possivel estandardizar um micrométodo espectrofotométrico, que
aplicado para quantificar o azul de Evans, possibilitou a determinagio das concentracdes em

ug do corante.

2- Determinaram-se as concentragdes plasmaticas e teciduais do azul de

Evans, o que evidenciou o fluxo transcapilar do corante ao tecido colonico de ratos Wistar.
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