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RESUMO

Introducgdo: A isquemia € um dos problemas mais frequentes e desafiadores com que
0s cirurgides vasculares se defrontam e € ao mesmo tempo paradoxal, pois, ao
restabelecer o fluxo sanguineo para um tecido podem ser desencadeadas alteracdes
locais ou sistémicas mais intensas que a isquemia per se. Estas complicagcdes estéo
relacionadas com liberacdo de radicais livres de oxigénio e citocinas pro-inflamatérias.
Objetivo: Avaliar a ocorréncia de estresse oxidativo apds 2 ou 3 horas de isquemia de
membros caudais. Verificar se em vigéncia de estresse oxidativo secundario a isquemia
e reperfusdo de membros caudais ocorrem endotoxemia, translocagéo bacteriana e
liberagdo hematogénica de TNFa. Definir os efeitos do alopurinol na vigéncia de
estresse oxidativo secundario a isquemia e reperfusdo de membros caudais quanto a
ocorréncia de endotoxemia, translocacdo bacteriana e liberacdo hematogénica de
TNFa. Método: Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Animais do Hospital Angelina Caron sob protocolo 08/04. Foram utilizados 60 ratos
Wistar com pesos de 256,3 + 8,48 gramas separados em dois grupos. O primeiro grupo
denominado de grupo controle (C), n= 30, composto por animais tratados com solugéo
fisioldgica. O segundo grupo foi composto por ratos tratados com alopurinol,
denominado grupo alopurinol (A), n=30. Cada um destes grupos foi subdividido em trés
subgrupos de 10 ratos sendo que em cada subgrupo foi submetido diferentes tempos
de isquemia: 2 horas (C2h e A2h) e 3 horas (C3h e A3h) e os subgrupos simulagéo os
quais n&o foram submetidos a isquemia (CS e AS). Nos grupos simulag¢éo foi procedida
laparotomia mediana xifopubica, dissecagao do peritbnio parietal posterior e separacao
da veia cava da aorta infra-renal. Nos grupos isquemia por duas horas, apds o
procedimento anterior foi instalado um clampe e procedida isquemia por 2 horas e da
mesma forma no grupo isquemia por 3 horas. Trés dias apods foram coletadas amostras
de sangue para hemocultura e dosagens de TNF alfa e endotoxina, fragmentos
intestinais para dosagem de substancias redutoras do acido tiobarbiturico (TBARS) e
rins, figado, bago e linfonodos mesentéricos para a pesquisa de translocacdo
bacteriana. Utilizou-se o teste de ANOVA e os valores de p<0,05 indicaram significancia
estatistica. Resultados: Foram observadas diminuicdes nas dosagens de TBARS
(nmol/mg de proteina) nos intestinos dos ratos tratados pelo alopurinol apds duas e trés
horas de isquemia 0,373+0,038 e 0,391+0,045, em relacdo aos nao tratados
0,720+0,070 e 0,836+0,053 (p<0,001); TNF alfa circulante (pg/ml) de 34,1493 e
280,7+93,6 (duas e trés horas de isquemia e tratados pelo alopurinol), em relacdo aos
nao tratados 347,1+101,9 e 749,64+99,6 (p<0,001); Endotoxinas circulantes (UE/mI) de
0,011740,02 e 0,0195+0,03 para os tratados pelo alopurinol apds duas e trés horas de
isquemia e 0,0429+0,06 e 0,1092+0,05 para os nao tratados (p<0,001); Taxas de
translocacédo bacteriana de 0,740,48 e 2,4+0,97 apds isquemia e tratamento e 0,8+0,42
e 340,67 para o0s nao tratados. Conclusdo: Em relagdo ao grupo simulagcéo ocorreram
aumentos do estresse oxidativo secundario a isquemia e reperfusdo de membros
caudais, indicados pela lipoperoxidagéo no intestinal. O estresse oxidativo intestinal
induziu endotoxemia, translocagé&o bacteriana e niveis séricos de TNFa. O alopurinol
exerceu efeito protetor mas nao a completa inibicdo dos danos causados pela isquemia
reperfusdo, evidenciados pelas diminuicbes do estresse oxidativo intestinal, da
endotoxemia, da translocagao bacteriana e dos niveis séricos de TNFa.

Palavras-chave: Alopurinol; Isquemia. Reperfus&o. Fator de necrose tumoral alfa Ratos
Wistar.



ABSTRACT

Introduction: Ischemia is one of the most frequent and challenging problems that
vascular surgeons are faced with, and at the same time it is a paradox because on
reestablishing the blood flow to a tissue, local or systemic alterations can be caused
that are more intense than the ischemia itself. These alterations have to do with the
release of free radicals of oxygen and pro-inflammatory cytokines. Aim: To evaluate
the effects of allopurinol in the occurrence of intestinal oxidative stress, endotoxemia,
bacterial translocation and the release of tumor necrosis factor alpha (TNF) in rats
submitted to ischemia and reperfusion of the hind limbs. Method: This study was
performed after approval by the Ethics Committee on Animal Research under
protocol number 08/04. Sixty Wistar rats were used, weighing 256.3 + 8.48 grams
and split into two groups of thirty. The control group (C), was made up of animals
treated with physiological solution. The second group was made up of rats treated
with allopurinol (A). Each of the groups was divided into three sub-groups of ten rats,
with each sub-group being submitted to ischemia for different times: two hours (C2h
and A2h), three hours (C3h and A3h) and the simulation sub-groups which were not
submitted to ischemia (CS e AS). For the simulation groups there was a procedure of
median xyphopubic laparotomy, dissection of the posterior parietal peritoneum and
separation of the vena cava of the infra-renal aorta. In the groups submitted to two
hours of ischemia, following the previous procedure a clamp was installed and
ischemia proceeded for two hours. The three hour ischemia took place in the same
way. Three hours later, blood samples were collected for hemoculture and dosages
of TNF alpha and endotoxin, intestinal fragments for dosages of substances for
reducing thiobarbituric acid (TBARS) and kidneys, liver, spleen and mesenteric
lymphonodes for the study of bacterial translocation. The ANOVA test was used and
values of p<0.05 indicate statistical significance. Results: Reductions in the dosages
of TBARS were observed (nmol/mg of protein) in the intestines of the rats treated
with allopurinol after two and three hours of ischemia 0.373+0.038 and 0.391+0.045
when compared to those not treated 0.720+0.070 and 0.836+0.053 (p<0.001);
circulating TNF alpha (pg/ml) of 34.1£9.3 and 280.7+93.6 (two and three hours of
ischemia and treated with allopurinol) in comparison with those not treated
347.1+101.9 and 749.6+99.6 (p<0.001); circulating endotoxins (UE/ml) of
0.011740.02 and 0.0195+0.03 for those treated with allopurinol after two and three
hours of ischemia and 0.0429+0.06 and 0.1092+0.05 for those not treated (p<0.001);
bacterial translocation rates of 0.7+0.48 and 2.4+0.97 after ischemia and treatment
and 0.840.42 and 3+0.67 for those not treated. Conclusion: In the control group
there were increases in the lipoperoxidation in the intestine, endotoxemia, bacterial
translocation and the seric levels of TNFa in rats submitted to the ischemia and
reperfusion of the hind limbs. When, with the same model, the animals were treated
with allopurinol, the findings showed a reduction in intestinal lipoperoxidation,
endotoxemia, bacterial translocation and the seric levels of TNFa. Therefore, this
study suggests that allopurinol has a protective effect on the injuries caused by
ischemia reperfusion, but does not completely inhibit them.

Key words: Allpurinol. Ischemia. Reperfusion. Tumor necrosis factor-alpha. Wistar
Rats.
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1 INTRODUGAO

A isquemia seguida de reperfusdo € uma estratégia utilizada em cirurgias
reconstrutivas vasculares para a contencéo do sangramento, a qual pode contribuir
em determinadas condi¢cbes, para a ocorréncia de complicacbes pos-operatérias.
Apesar da restauragdo do fluxo sanguineo ser essencial para prevenir dano celular
irreversivel induzido pela isquemia, a reperfusdo per se, pode agravar o dano celular
isquémico e levar paradoxalmente a complicagdes sistémicas como a sindrome da
angustia respiratéria do adulto, as disfungdes renais e hepaticas e ocasionalmente,
até ao cenario sombrio da sindrome de disfuncéo sistémica de multiplos 6rgéos.

Estas complicagbes em 6rgaos distantes aqueles que sofreram a isquemia e
reperfusdo ocorrem devido aos diferentes mediadores liberados na circulacéo
sistémica tais como células, citocinas pro-inflamatorias, adesinas € as espécies
ativas de oxigénio (EAOQ).

Entre estes mediadores, destacam-se na literatura especializada os
inumeros estudos que buscam determinar o papel efetivo das EAO na génese de
doengas no homem, pois se sabe, que s&o indutoras da peroxidacdo dos lipideos
das membranas celulares, formando um subproduto toxico, o malondialdeido (MDO).
As interpretacGes sugeridas para orientar o conhecimento sobre o real mecanismo
de inducdo da lesdo causada pela lipoperoxidacdo € uma possivel intermediagcéo
medicamentosa s&o problemas para os quais ndo se chegou ainda a solugao final.

A utilizacdo de medicamentos com a finalidade de reduzir os danos celulares
secundarios a isquemia seguida de reperfusdo, tem estimulado tanto a pesquisa
clinica como a experimental, através de propostas de mecanismos fisiopatologicos
envolvidos. Nestas condigcbes é reconhecida a importancia da enzima xantina-
oxidase na génese destas EAO, que podem ter sua ac&o desviada para um
substrato competidor. O alopurinol € um inibidor seletivo das etapas terminais da
biossintese de acido urico que é produzido principalmente pela oxidacdo da
hipoxantina e da xantina, catalisada pela xantina-oxidase. A inibicdo dessa enzima é
responsavel pelos seus principais efeitos farmacoldgicos, por ser este medicamento
um substrato inibidor competitivo desta enzima. Portanto, o alopurinol tem o
potencial terapéutico para a redug¢do dos danos celulares secundarios a isquemia

seguida de reperfusio e por consequéncia, as suas repercussoes.
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Este estudo ampara-se nos achados de Sthalke em 2001, que propds um
modelo de isquemia seguida de reperfusdo de membros caudais em ratos, no qual
foi observado a liberacdo de endotoxina (LPS) da luz intestinal para a corrente
circulatoria. Outros pesquisadores inferiram sobre a agdo de EAO nas condi¢bes
experimentais anteriormente citadas e de seus efeitos a distancia em 6rgaos vitais e
sobre a quebra da barreira intestinal, justificando teoricamente os achados de
Sthalke, aos quais foi entdo sobreposta a hipotese de que também ocorresse

translocacéo bacteriana.

1.1 OBJETIVOS

Estudar em ratos tratados e n&o tratados com alopurinol, os efeitos dos
diferentes tempos (duas e trés horas) de isquemia seguida de reperfusdo, em
membros caudais em relagéo a:

- Lipoperoxidagao no intestino, pela formacao de MDA;

- Quebra da barreira intestinal, indicada por liberacéo de LPS (endotoxemia)
e translocacdo bacteriana intestinal para o sangue e outros 06rgaos
abdominais;

- Inducéo de citocina pro-inflamatoéria (TNFo) em vigéncia de endotoxemia e

translocacéo bacteriana.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FISIOPATOLOGIA DA ISQUEMIA E REPERFUSAQ

O processo de isquemia e hipoxia se inicia com a oclus&o de uma artéria ou
enxerto. Quando este processo se desenvolve lenta e progressivamente,
comecando por uma estenose hemodinamicamente significativa, até chegar a uma
oclusdo total, ha tempo e possibilidade de desenvolvimento de circulacdo colateral
que pode eventualmente compensar, pelo menos em parte, a isquemia do tecido
acometido. Esta é a situagdo que costuma ocorrer, por exemplo, com a ocluséo
trombdtica arterial. Por outro lado, quando a oclusao arterial se faz de forma abrupta,
como acontece, por exemplo, na embolia arterial, a hipoxia tecidual em geral € mais
grave, culminando com alteracGes teciduais importantes e intensas repercussées
clinicas, caso ndo seja restabelecido o fluxo sanguineo ao tecido acometido
(MAFFEI et al..., 2002).

Embora o musculo esquelético tenha taxa de metabolismo relativamente
baixa, quando comparado com outros tecidos (cérebro, miocardio e rim), ele € o
maior componente da extremidade inferior, atingindo mais de 90% da atividade
metabdlica (RUDERMAN et al. 1977; RULEIN e SMITH, 1990).

A isquemia € um dos problemas mais frequentes e desafiadores com que 0s
cirurgides vasculares se defrontam e €, a0 mesmo tempo, paradoxal, pois, ao
restabelecer o fluxo sanguineo para um tecido ou 6rgéo, podem ser desencadeadas
lesbes e alteracgdes sistémicas e/ou locais ainda mais intensas e graves que a
isquemia per se.

Relata-se, na experiéncia clinica, o sucesso da revascularizacdo de
extremidades apds 6 a 8horas de oclusé&o arterial aguda (BLAISDELL; STEELE,
ALLEN, 1978). Os disturbios metabdlicos durante isquemia ou hipdxia tissular s&o
muito bem estabelecidos, porém evidéncias clinicas experimentais demonstram que
0s principais eventos que levam a disfungbes celular e tecidual relacionam-se com a
subsequente reperfusdo (EVORA, 2000).
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2.2 ISQUEMIA E HIPOXIA

A hipoperfusdo sanguinea de um tecido ou extremidade, deixada sem
tratamento, inevitavelmente acarreta necrose tecidual. Quando o fluxo sanguineo
tissular € interrompido uma série de processos metabdlicos e enzimaticos sdo
afetados. As reservas de ATP sdo rapidamente depletadas, ha um acumulo de
lactato, a célula torna-se acidética e séo ativadas protases intracelulares (HACKEL e
JENNINGS, 1988).

A respiracdo, aerdbica celular, denominada fosforilacdo oxidativa, é o
primeiro ponto de ataque da isquemia e hipoxia. A equagao da respiracdo normal
pode ser resumida da seguinte forma: C¢ Hi2 O — 6 CeO, + 12 H,O + 674 Kcal =
38 ATP.

Quando a tens&o de oxigénio dentro das células diminui, ocorre interrupgéo
de fosforilacdo oxidativa e, consequentemente, cessa a geracdo de ATP. Para
manter sua atividade, a célula passa a fazer glicolise anaerdbica, gerando trés
moléculas de ATP por unidade glicosil de glicogénio (revertida em lactato), o qual é
rapidamente depletado (REIMER; JENNINGS e TATTUM, 1983). O ATP pode ser
gerado, também, anaerobicamente, a partir do fosfato de creatinina, pela acdo da
enzima creatininaquinase. O declinio nos niveis de ATP acelera apds trés horas de
isquemia, com virtual exaustéo das reservas de fosfocreatina (HARRIS, et al..,1980).
Em consequéncia da glicdlise e hidrdlise de fosfatos, ocorre acumulo de acido latico
e de fosfatos inorganicos, diminuindo o pH intracelular, o que acaba interferindo no
funcionamento celular (COTRANS; KUMAR; ROBBINS, 1994).

Com as reservas e fontes energéticas depletadas, a bomba de Na+,
dependente de energia, comecga a falhar €, em consequéncia, ocorre acumulo de
Na+ intracelular e difusdo de K+ para fora da célula. O delicado equilibrio celular,
com maior pressao coloidosmética intracelular em relacido ao meio extracelular, ndo
pode mais ser compensado pela bomba de Na+ e agua e diminuicdo de K+7. Até
este ponto, as lesdes ainda séo reversiveis com a reperfuséo (PICCINATO,1991).

Persistindo a isquemia, o trombo arterial tende a se propagar, ocluindo as
saidas e entradas da rede colateral. Além disso, o edema tecidual acaba
comprimindo os vasos dentro dos tecidos e as proprias células dos vasos
edemaciam, estreitando a luz vascular de arteriolas, capilares e vénulas (OURIEL,

2000). A partir desse estagio, as células passam a exibir alteragdes irreversiveis.
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Ocorrem vacuolizagdo das mitocondrias, alteragbes nas membranas plasmaticas e
engurgitamento dos lisossomos (MORENO,1991). A ruptura dos mesmos libera
varias enzimas, como RNAses, DNAses, proteases, fosfatases, glicosidases e
catepsinas (COTRANS, KUMAR e ROBBINS, 1994). A ativagcdo das mesmas acaba
digerindo os componentes celulares, degradando-os progressivamente e causando
morte celular irreversivel.

A tolerancia dos tecidos e 6rgédos a isquemia € variavel e multifatorial, e
depende da duracdo do tempo de isquemia, das necessidades metabdlicas das
células de cada tecido, do aporte de circulacdo colateral e de fatores humorais locais
(PERRY,1988). Por exemplo, nervos periféricos e tecido muscular sdo mais
exigentes do ponto de vista metabdlico e, portanto, costumam ser menos resistentes
a isquemia que a pele.

Alteracdes irreversiveis em musculos esqueléticos ocorrem geralmente apoés
4-6 horas de isquemia completa, mas alteracbes metabdlicas nesses tecidos podem
persistir por mais de 16 horas, mesmo com oclusdes arteriais temporarias
incompletas. Portanto, ndo se pode determinar com precisdo, para cada tipo de
tecido, um periodo de isquemia seguro, além do qual a sua vitalidade ficaria
irreversivelmente comprometida (PERRY,1991).

A isquemia prolongada pode, além disso, dificultar a reperfusido, seja por
empilhamento de células sanguineas vermelhas em capilares estreitados por edema
endotelial, seja pelo tampéo (plugging) de neutréfilos (WELBOURN et al.,1991). Os
leucécitos, outrossim, liberam enzimas proteoliticas, radicais livres e outros produtos
toxicos, piorando as condi¢cbes locais. As enzimas proteoliticas das células brancas
sanguineas destroem o acido hialurbnico e rompem as membranas basais,
aumentando a permeabilidade capilar e o edema intersticial. O aumento do fluido
intersticial e do volume celular pode aumentar a resisténcia vascular e, em
associagdo com 0 aumento da viscosidade sanguinea, concorre para o0
estabelecimento de uma barreira adicional a restauracdo da perfusdo tecidual
normal (YOSHIDA et al., 1998).

A reversibilidade deste processo relaciona-se diretamente com o tempo de
isquemia, o objetivo terapéutico principal € restabelecera reperfusdo o mais rapido
possivel (STHAL et al., 1980).
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2.3 REPERFUSAO

Haimovici em 1970 chamou as alteracdes metabdlicas de reperfusdo de
sindrome metabdlica mionefropatica. Hearse, Humphrey e Bulock, em 1978
chamaram de paradoxo do oxigénio o agravamento das lesdes apds reperfusdo, e
McCORD em 1985, propés que 0 mecanismo responsavel pelo agravamento seria a
geracdo de radicais livres do oxigénio consequente a reintroducdo de oxigénio
molecular no tecido isquémico.

A lesdo de reperfusdo relaciona-se, classicamente, a dois fendbmenos: o
paradoxo do oxigénio e o paradoxo do calcio. A reoxigenacdo causa lesdo do
sarcolema, da membrana, desorganizacdo mitocondrial e outras alteracdes
tissulares, indicando que a reintroducdo do oxigénio inicia um rapido e grave
processo de lesdo celular. Consideraveis informagdes tem sido acumuladas
mostrando que este efeito paradoxal da reoxigenacdo se deva as ac¢des de radicais
livres de oxigénio (CASE,1989).

Radical livre é todo atomo, grupo de atomos ou molécula num estado
particular que contém um ou mais elétrons ndo-pareados em seu orbital. Cada
orbital pode ter no maximo dois elétrons, os quais normalmente ficam pareados na
sua orbita externa (SECCOMBE e SCHAFF,1994).

Os radicais livres sdo extremamente reativos, pois estdo sempre avidos por
capturar elétrons de qualquer outro atomo ou molécula, para estabilizar sua
configuracdo. Ao reagir com um nao-radical, outro radical € produzido, gerando uma
reacdo em cadeia na producéo de radicais livres que, em ultima analise, amplifica
seu efeito destrutivo (SECCOME e SCHAFF, 1994).

Os radicais livres sdo lesivos através de uma variedade de mecanismos:

(1) peroxidacao dos acidos graxos das membranas celulares;

(2) oxidacao de grupos sufidrila inativando uma variedade de enzima;

(3) alteragbes do DNA inibindo a sintese de ATP e consumindo as reservas
de dinucleotideos adeninicos da nicotinamida;

(4) direta inativagdo do NO comprometendo os relaxamentos vasculares
dependentes do endotélio;

(5) formagéo de perdxinitrito, um anion instavel e tdxico, reagindo com o NO;
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(6) ativagado de citocinas como interleucina-1. Dentro da luz de vasos
reperfundidos os anions superoxidos estimulam a agregacéo plaquetaria
e iniciam a liberacdo de variados fatores vasoconstritores, incluindo o
ADP, o PAF, a serotonina e o tromboxane A2 (SECCOMBE e SCHAFF,
1994).

As espécies reativas mais importantes s&o o anion superdxido (00-) e o
radical hidroxila (OHO). Os mecanismos do paradoxo do calcio ndo sao bem
conhecidos, mas ap06s a reperfusdo ha um macico influxo de calcio para dentro da
célula, provavelmente por alteracéo da permeabilidade de membrana (CASE,1989).

O calcio mitocondrial eleva-se na isquemia total ou parcial, de micéndrias de
células musculares, com 3 horas de duracdo. Apds 30 minutos de reperfusdo os
niveis de calcio triplicam na isquemia parcial e quintuplicam na isquemia total
(PICCINATO 1991). O aumento de calcio mitocondrial, que se agrava apds a
reperfus&o, deve refletir o aumento do calcio citoplasmatico. Sabe-se que a captagao
de Ca?+ na matriz mitocondrial se opera eletrofereticamente em resposta a um
potencial negativo da membrana interna que € mantida pelo transporte de elétrons
ou pela hidrolise do ATP (MELLA, 1977).

Os principais mecanismos de eliminacdo de calcio da mitocdndria fazem-se
pela troca idnica Nat+/Ca-+ e em parte Ca-+/H+ mantido a custa de ATP
(McCORMACK, 1990). A capacidade total da via de capta¢&o pela mitocondria € 10
vezes maior que o mecanismo de eliminagéo do calcio (GARLID et al., 1988).

Esta disparidade entre 0 mecanismo de captacdo e eliminacdo, permite a
mitocondria, em algumas condi¢des, tamponar ou regular a concentracdo extra
mitocondrial de calcio. Assim a elevacdo do calcio mitocondrial segue-se ao
aumento do calcio citoplasmatico (McCORRMACK, 1990).

A elevacdo do calcio citosdlico foi descrita em células isquémicas de
musculo cardiaco (KATZ;, RENTER, 1979; NAYLER; POOLE-WILSON; WILLIAMS,
1979; SHEN; JENNINGS, 1972; STONE et al., 1980). Esta elevagao foi descrita em
células isquémicas do figado e rim (CHIEN et al., 1977; WILSON et al., 1983).

No musculo gracil de caes, submetidos a 4 horas e 30 minutos e 5 horas de
isquemia total e 30 minutos de reperfusdo, fora encontrado aumento do calcio
tissular total. Este aumento do calcio refletiria a entrada de calcio nas células
musculares (SMITH et al. 1990).
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Niveis elevados de calcio intracelular podem desacoplar a fosforilagdo
oxidativa, ativar proteases celulares e promover contratura muscular (MALIS;
BONVNTRE, 1988; OGILVIE; ARMSTRONG e BAIRD, 1988; WROGEMANN;
JACOBSON e BLANCHAER, 1973). Em situacéo de isquemia, a elevagéo do calcio
provavelmente ativa uma protease que converte a xantina dehidrogenase em
xantina oxidase (McCORD, 1985).

O oxigénio molecular, na fase de reperfusdo, reage com a xantina oxidase
produzindo anion superoxido. Este anion € um radical livre de oxigénio,
potencialmente lesivo a célula (PARKS et al.,1982; PARKS e BULKLEY; GRANGER,
1988). Existem varias origens potenciais de radicais livres de oxigénio. Encontram-
se na literatura evidéncias circunstanciais que sugerem que a xantina oxidase € a
principal fonte destes radicais no musculo esquelético (STIRPE e DELLA CORTE,
1969). O musculo esquelético contém xantina oxidase que se localiza no sarcolema
e na mitocéndria das pequenas fibras aerdbicas, e também no endotélio capilar
(ROY e MCCORD, 1982). Ha, porém, controvérsias sobre a real agdo de radicais
livres de oxigénio pelo possivel aumento da xantina oxidase no musculo esquelético
(ROY e MCCORD, 1985).

Fora demonstrado que os varredores de radicais livres podem diminuir o
edema muscular na reperfusédo apds 4 horas de isquemia total, em patas posteriores
de cées. Isto sugere que os radicais livres produzidos pela conversao da xantina
dehidrogenase em xantina oxidase aumentam a permeabilidade vascular e as
lesGes no musculo esquelético (KORTHIUS et al.,1988).

Porém LINDSAY et al. em 1990, n&o encontraram altera¢cdes nos niveis de
xantina dehidroganese e xantina oxidase apds 4 horas de isquemia total no musculo
esquelético de cdes, mas ha outros trabalhos que atribuem aos radicais livres o
papel de mediadores da lesdo de reperfusdo (PERLER,1990; PERLER, 1984),
entretanto outros autores ndo aceitam esta teoria (FAUST et al.,1988; RICCI et al,,
1989). Faust et al. em 1988 sugerem inclusive, que deve existir outro mecanismo,
além dos radicais livres que participa na leséo de isquemia e reperfus&o do musculo
esquelético.

O endotélio € o tecido mais vulneravel a reperfusédo e exibe disfuncéo
mesmo antes da musculatura lisa ou expressa lesdo muscular (MCAFEE et
al.,1990). A disfuncdo endotelial pode ser causa do aumento do tbnus vascular e

vasoespasmo apos e a isquemia e reperfusdo. Sabe-se que o comprometimento da
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liberacdo do EDRF/NO, em particular devido a agregagdo plaquetaria, ocorre
precoce e tardiamente apds isquemia regional e reperfusédo (PEARSON; SCHAFF e
VANHOUTE 1990). O provavel mediador desta atividade vascular exacerbada de
vasoconstricdo é o anion superoxido produzido pelo endotélio (LIN,1991;
PEARSON; SCHAFF e VANHOUTE,1990).

Mesmo artérias reperfundidas com endotélio exibem hipercontratilidade a
plaquetas agregadas. Isto ocorre ao mesmo tempo em que a funcéo da musculatura
lisa vascular mantém-se inalterada (PEARSON; SCHAFF e VANHOUTE, 1990). O
neutrdfilo também tem sido implicado como mediador central da leséo tissular em,
virtualmente, todo sistema organico susceptivel a les&o de reperfuséo (SECCOMBE
e SCHAFF, 1994).

O neutrdfilo participa de uma série de mecanismos capazes de causar grave
destruicdo tissular, no entanto tem sido muito dificil demonstrar um papel causal
direto para o neutréfilo na lesdo de reperfusdo. Embora um papel central dos
neutréfilos na lesdo de reperfuséo seja questionado, € importante reconhecer a sua
significante contribuicéo para a patogénese deste processo (NICHOLS,1988).

A modificagdo da lesdo de reperfusédo relacionada com os neutrofilos é
motivo de grandes controvérsias. Modelos experimentais com modelos de musculo
esquelético sugerem que a deplecdo de neutrdfilos reduz a severidade da lesdo de

reperfus&o, porem n&o previnem (KORTHUIS et al.,1988).

2.4 FORMACAO DE RADICAIS LIVRES NA ISQUEMIA E REPERFUSAQO

A fonte primaria de radicais livres do oxigénio nos tecidos isquémicos parece
ser a enzima xantina oxidase. Durante a isquemia, a falta de oxigénio induz o
metabolismo anaerdbico, com elevacdo da concentracio local de acido latico. Na
situacdo de isquemia, a acidose e a hipoxia alteram a cinética enzimatica normal,
com deplecao dos estoques de ATP, quebra da homeostase celular e perda do
gradiente idnico através das membranas celulares.

A producédo de ATP ¢é interrompida durante a hipoxia, mas seu consumo
continua. Consequentemente, os ATP do estoque celular s&o degradados em ADP e
AMP e, posteriormente em adenosina, inosina e hipoxantina (GRACE,1994).

A perda de energia resultante da isquemia desarranja a fungao das bombas

ibnicas da membrana celular, aumentando a concentragdo de Ca++ no citosol. O
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Ca++ promove a ativagéo das proteases intracelulares reguladas pela calmodulina e
estas transformam a xantina desidrogenase em xantina oxidase. Diferentemente da
xantina desidrogenase, que ndo precisa de oxigénio para converter a hipoxantina em
xantina, a xantina oxidase precisa de oxigénio molecular para realizar essa
conversdo. Consequentemente, durante a isquemia e hipoxia, como nao ha
oxigénio, ocorre um acumulo de hipoxantina e xantina oxidase nos tecidos
(HALLIWEL e GUTHERIDGE, 1986).

Com a reperfusédo, a hipoxantina acumulada € oxidada em xantina pela
xantina oxidase, e a xantina é transformada em &acido urico. Nessa reagdo de
oxidacdo, diferentemente da xantina desidrogenase, que utiliza o NAD+ como
aceptor de elétrons, a xantina oxidase transfere elétrons para o oxigénio molecular
(agora presente com a reperfusdo), gerando o radical superoxido. Este € instavel,
transformando-se em perdxido de hidrogénio, espontaneamente ou pela acdo da
superoxido dismutase (SOD), e o perdxido de hidrogénio, por sua vez, é
transformado em agua pela acéo da catalase e glutationa peroxidase. Como o
substrato (hipoxantina) para a xantina oxidase ficou acumulado durante a isquemia,
a producdo de radical livre na reperfusdo acaba sobrepujando a capacidade de
neutralizagcdo dos antioxidantes enddgenos e esses radicais passam a exercer
livremente as suas acgbes deletérias. O radical superoxido promove a liberacéo de
ion ferroso da ferritina, o qual reage com o perdxido de hidrogénio, formando o
altamente toxico radical hidroxila (HORNER, 1997).

Os radicais livres e, em particular, o radical hidroxila iniciam a peroxidagéao
das membranas celulares, liberando acido araquiddnico e radicais livres lipidios
peroxil. O acido araquidénico € metabolizado pela cicloxigenase em tromboxano,
prostaglandinas, PGE1 e PGE2, ou pela lipoxigenase, em leucotrienos LTB4, C4,D4
e E4. O radical peroxil promove lipoperoxidagéo adicional, retirando um hidrogénio
do acido graxo, dando origem a uma reagdo em cadeia, cujo produto final € o
dialdeido maldénico (MDA) e cuja dosagem é muito utilizada na investigacdo de
isquemia e reperfusdo. A perda da integridade da membrana, associada a lesdo do
DNA e de componentes celulares, culmina com citdlise e necrose tecidual
(MEERSON,1982).

Os radicais livres podem, também atuar de forma indireta, atraindo e
ativando neutréfilos nos tecidos envolvidos. Os neutrdfilos ativados secretam

enzimas proteoliticas (mieloperoxidases, elastases, proteases etc.), sintetizam
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prostaglandinas, liberam radicais livres, além de, ocluirem a microcirculagédo na fase
de reperfusdo, dificultando o fluxo sanguineo. Essa oclus&o de microcirculacéo é
chamada de fendbmeno da ndo-reperfusao (no-reflow phenomenon) (PERRY,1991).

A mieloperoxidase liberada pelos neutrofilos catalisa a reacdo do perdxido
de hidrogénio com o cloro, formando o hipoclorito, que € um potente agente
oxidante. Este, por sua vez, €& capaz de oxidar irreversivelmente adenina-
nucleotideos, citocromos e proteinas com ferro e enxofre em sua composi¢ao
(HINDER e STEIN,1997). Portanto, o neutrofilo € um importante mediador na
reoxigenacao, e as lesdes de isquemia e reperfusdo dependem bastante da acéo
dos mesmos (SPARK et al.,1997).

Outro fator importante envolvido nas lesdes de isquemia e reperfuséo é o
oxido nitrico (NO), que é um gas radical livre encontrado ndo sé nas células
endoteliais, como também em neurbnios de L-arginina, oxigénio molecular e
NADPH, pela enzima éxido nitrico sintetase. Essa enzima € ativada pelo influxo de
Ca++ no interior da célula. Além de vasodilatagdo, o NO tem importante papel na
inflamacéo e, por ser radical livre, € citotoxico para certos micrébios e células
tumorais. Paralelamente, o NO reage com o radical superdxido, dando origem, via
anion peroxinitrito (ONOO-), ao forte oxidante didxido de nitrogénio e ao altamente
reativo radical hidroxila (COTRANS; KUMAR e ROBBINS, 1994).

Radi et al. em 1991 demonstraram que o peroxinitrito e seus produtos de
decomposicdo podem iniciar a peroxidagao lipidica sem a necessidade de ferro.
Existem evidéncias de que ha uma estreita relacédo entre o NO e a endotelina, na
isquemia e reperfusdo. Na isquemia, a diminuicdo da for¢ca de cisalhamento (shear-
stress), a lesdo vascular e niveis reduzidos de NO poderiam estimular a liberagéo da
endotelina, com consequentes vasoconstricdo e piora da isquemia (LERMAN e
BURNETT, 1992). Nos casos graves de isquemia podem ocorrer o rompimento
celular e a rabdomiolise. Nesses casos, ocorre liberacdo de mioglobina e potassio na
circulagdo (IHNKEN et al., 1996). Quando o fluxo sanguineo € restaurado, essas
substancias, a acidose, a hiperpotassemina e/ou neutréfilos podem lesar
diretamente o trato gastrointestinal (YASSIN,1997; YOSHIDA et al., 1998), os
pulmdes (sindrome de angustia respiratoria aguda de adulto) e o coragcdo com
arritmias e baixo débito (PO,1995). Além disso, a mioglobina, a creatinina
fosfoquinase (CPK), o lactato e as toxinas podem causar nefropatia, insuficiéncia

renal e morte. A isquemia prolongada seguida de reperfus&o, mediada pelos radicais
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livres, pode precipitar um edema muscular acentuado, com compressao do leito
venoso do membro dentro das fascias musculares, dando origem a sindrome do
compartimento (JENSEN e SANDERMANN, 1997). Se o compartimento nado for
rapidamente liberado cirurgicamente, podem ocorrer lesdes neuromusculares
irreversiveis € necrose muscular (PERRY,1991).

A geracéo de espécies reativas de oxigénio faz parte do metabolismo normal
em diversas circunstancias, como por exemplo a gerac&o oxidativa de energia pela
cadeia respiratéria na mitocéndria, a detoxicagdo de xenobidticos pelos citocromos,
a morte de microorganismo pelos fagécitos, o metabolismo do acido aracdodnico para
gerar prostaglandinas e leucotrienos e até a ovulagdo e fertilizacdo. Apesar da
presenca nas células de diversos e potentes sistemas antioxidantes enddgenos, é
possivel a producdo local de oxidantes superar as defesas (ABDALLA,1993). Tal

fato acarreta les&o tecidual pelos seguintes mecanismos:

1
2
3
4

Peroxidac&o de lipideos das células e das organelas celulares;
Desnaturacéo de proteinas estruturais e funcionais;

Agressao aos acidos nucléicos;

S N e’ S

Desnaturacao de polissacarideos do intersticios e da membrana basal.

Desta forma, a toxicidade local dos radicais livres e de outros metabdlicos
toxicos do oxigénio constituem uma via comum de agressé&o tecidual de diversos
processos patoldgicos, embora em outras circunstancias possam representar
apenas consequéncia da lesdo (HALLIWEL,1994).

A prevencao das lesdes teciduais provocadas pelos radicais livres tem sido
objeto de consideravel numeros de estudos (HALLIWEL; GUTHERIDGE, 1989;
HALLIWEL,1992; HALLIWEL, 1994).

Radical livre é espécie (atomo ou molécula) capaz de existir independente
(dai o termo “livre”) e que contenha um ou mais elétrons ndo pareados. Elétron ndo
pareado é qualquer elétron que ocupe um orbital. A presenca de um ou mais
elétrons ndo pareados determina a atracdo para um campo magnético o que
algumas vezes torna a substancia altamente reativa. De modo geral essas espécies
sd0 instaveis, tem meia vida muito curta (de minutos a nano segundos) e reagem
rapidamente com diversos compostos e alvos celulares. Radicais livres podem ser

formados pela perda de um unico elétron ou pelo ganho de um elétron de uma
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substancia ndo radical. Os radicais livres podem ser formados pela quebra de uma
ligacdo covalente e um elétron de cada um dos pares permanece em cada atomo,
este processo € denominado fissdo homolitica( A.B— A. + B. ). A energia
necessaria para dissociar a ligacdo covalente pode ser fornecida pelo calor, radiagéo
eletromagnética ou outras fontes. O mais simples dos radicais livres € um atomo do
elemento hidrogénio, com um préton e um unico elétron (HALLIWEL,1994).

Os radicais livres podem ser gerados no citoplasma, mitocdndrias, reticulos
endoplasmatico, membrana celular e nucleo de todas as células aerdbicas. Segundo
De Bono em 1994, biologicamente, quatro importantes vias sdo responsaveis pela

producdo de espécies reativas do oxigénio:

1) reacbes enzimaticas de oxireduc¢ao;
2
3

4) Reacdo de Fenton.

)
) auto oxidagéo;

) atividade da peroxidase;

)

Os tipos de reacdo dos radicais livres incluem adicdo de radical,
transferéncia de elétrons e separacdo de atomos. Isto resulta em alteracbes nas
moléculas de proteinas, de glicoproteinas e das bases purinicas e pirimidicas,
oxidacdo de tiois, peroxidacdo de lipideos, formagdo de polimeros, epodxidos e
endoperoxidos.

A natureza autocatalitica das reac¢des dos radicais livres € o fator mais
importante na deterioragdo oxidativa de substratos organicos. Durante o estagio de
propagacdo um radical livre pode produzir ad infinitum, onde somente a

concentracdo do oxigénio e do reagente estabelece os limites da reacgao
(BONORDEN e PARIZA, 1994).

2.4 1 Radical hidroxila

A reatividade quimica dos radicais livres € variavel. Um dos mais reativos é o
radical hidroxila. A exposi¢céo de organismo vivos a radiac&o ionizante causa a fissao
da ligagdo O-H da agua originando o radical hidroxila: H-O—H-+ OH, outra

possibilidade de formacao de radical hidroxila em sistema bioldgico é representada
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pela interagdo entre metais de transicdo como o ferro e 0 cobre, radical superdxido e
peroxido de hidrogénio (BONORDEM e PARIZA, 1994).

2.4.2 Oxido nitrico (NO)

Enquanto o radical hidroxila é provavelmente sempre prejudicial, outros
radicais menos reativos podem ser convenientes in vivo. Os radicais livres podem
ser produzidos por vias metabdlicas em organismos vivos. O &xido nitrico é
sintetizado a partir do aminoacido L-arginina pelas células endoteliais, por fagécitos
e por algumas células cerebrais O NO-é um agente vasodilatador e possivelmente
um importante neurotransmissor (MONCADA e HIGGIS, 1993).

2.4.3 Superdxido (O:")

O radical superdxido é produzido por células fagocitarias e as auxiliam na
inativacdo de micro-organismos. O radical superoxido pode ser gerado por reacbes
de auto oxidacdo ou por reagbes enzimaticas. A hemogobina, a mioglobina e as
catecolaminas sdo moléculas que se auto oxidam gerando O-". Varias enzimas, tais
como a xantino oxidase, NADPH oxidase e diversas flavina desidrogenases geram
superoéxidos (ABDALLA,1993; HALLIWEL 1994).

2.4.4 Peréxido de hidrogénio (H-0:)

A maior parte do radical superoxido gerado in vivo provavelmente origina-se
de uma reacdo ndo enzimatica ou da dismutacdo catalisada pela superdxido
dismutase (20-+ 2H+ — H:0: + O:); isto gera uma molécula ndo radical. O peroxido
de hidrogénio tem alto poder de difusdo dentro da célula; € produzido in vivo pela
acao de diversas enzimas oxidases, tais como as aminoacido oxidases € a xantina
oxidase (CHANCE; SIES e BOVERS, 1979; GRAGER,1988).

A xantina-oxidase catalisa a oxidacao da hipoxantina em xantina e desta em
acido Urico. o oxigénio é simultaneamente reduzido a O;™ e H20,. E possivel verificar
aumento de xantina oxidase quando o tecido € submetido a alguns tipos de

agressoes, tais como trauma ou hipdxia (GRAGER, 1988).
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2.4.5 Toxicidade dos radicais

As espécies primarias de radicais livres diferem marcadamente na sua
reatividade e o seu potencial lesivo as células depende da sua reatividade quimica.
Paralelamente a questdo de sua formagdo no ambiente bioldgico, o radical hidroxila
apresenta aspecto de grande importancia representado pela acdo iniciadora das
lesbes, desde que é capaz de reagir com a Maior das moléculas bioldégicas com
proporcéo constante da ordem de 10" ou mais (HALLIWEL e GUTHERIDGE, 1989).

Este fato apresenta vantagens e desvantagens; as lesées causadas pelo OH
sao localmente circunscritas, embora possam determinar o aparecimento de radicais
secundarios produzidos durante a sua acdo, os quais poderdo se difundir no meio
intracelular ou mesmo no espaco extracelular, sendo assim danosos em sitios
distantes de seu local de origem. Os principais alvos de ataque dos radicais livres
nas celulas s&o as proteinas, o ADN e os lipideos.

Quanto as proteinas as modificagbes observadas causadas pelos radicais
livres na estrutura da molécula proteica podem contribuir na génese de processos
patolégicos de duas maneiras: pela modificagdo da estrutura de enzimas o que
acarreta alteracédo na funcado enzimatica ou pela modificagdo estrutural de proteinas
que desempenham importante papel na arquitetura celular (STADMAN e OLIVER,
1991).

Quanto ao ADN os radicais livres séo responsaveis por modificagbes nas
bases nitrogenadas do ADN levando assim a mutagénese e carcinogénese. Os
radicais livres podem interagir com as bases purinicas e pirimidinicas ou com a
desoxiribose (SARAFIAN e BREDESSEN, 1994; HALLIWELL e ARUOMA,1993).

Em relacdo aos lipidios a suceptibilidade dos acidos graxos insaturados ao
ataque de radicais livres tem sido objeto de varios estudos. Existem dois aspectos
fundamentais de interesse neste processo, que envolvem a acdo dos radicais livres
e a etiologia das doencas. O primeiro é representado pela possibilidade da
peroxidac&o de acidos graxos insaturados nas membranas bioldgicas. O segundo
aspecto diz respeito a possibilidade da oxidacdo dos acidos graxos poli-insaturados
ocorrer nas lipoproteinas circulantes. Ambos 0s processos sido de grande
importancia no entendimento da participacdo dos radicais livres na patogenia de
doencgas degenerativas (RICE-EVANS,1994).
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A iniciacdo da peroxidacdo geralmente ocorre pelo ataque de varias
espéecies reativas (R), tais como NO,, OH-e CCI;0,-, capazes de retirar um atomo de
hidrogénio da cadeia lateral do acido graxo poli-insaturado na membrana ou na
lipoproteina, levando ao aparecimento de um elétron n&o pareado no carbono: -CH +
R-— C-+ RH; o radical carbono reage rapidamente com o oxigénio: -C-+ O, — -COy;
o radical peroxila resultante ataca a cadeia lateral do acido graxo adjacente, gerando
um novo radical carbono: -COz-+ -CH — -COzH + -C. A reac&o em cadeia prossegue
e o0s perdxidos de lipidios acumulam-se na membrana. Perdxidos lipidicos
desestabilizam as membranas e as tornam permeaveis aos ions. Radicais peroxil
podem atacar além dos lipideos, as proteinas da membrana, alterando enzimas,
receptores e sistemas de transducao, e além disso oxidar o colesterol (ABBEY,1991;
HALLIWEL e GUTHERIDGE, 1989; JIALAL,1992).

2.4 6 Mecanismos antioxidantes

Antioxidantes s&o substancias capazes de inibir a oxidagdo. Os
antioxidantes prolongam a fase de iniciagao ou inibem a fase de propagacéo da auto
oxidacéo, entretanto, n&o previnem completamente a oxidacédo (ABDALLA,1993). Os
antioxidantes podem ser agrupados em duas grandes categorias.

O sistema de defesa primario ou inibidor preventivo, engloba as substancias
que impedem a geracdo de espécies reativas, ou sequestram-nas de forma a
impedir sua interagdo com alvos celulares, isto €, bloqueiam a etapa de iniciacdo da
cadeia radicular. Este grupo é representado pelas enzimas antioxidantes, quelantes
e proteinas como a transferrina e a ceruloplasmina e substancias ndo enzimaticas
(BONORDEN e PARIZA, 1994). O sistema de defesa secundario € formado por
compostos capazes de interromper a etapa de propagacdo da cadeia de auto
oxidagao, para isto reagem com os radicais livres produzindo compostos estaveis.
Exemplos de antioxidantes secundarios incluem o ascorbato, B-caroteno, urato ,
isdmero dieno conjugados do acido linoléico, fendis, carbazodis, furfurais e furanos
(DE BONO,1994).

Preferentemente, os antioxidantes sao regenerados por agentes redutores
moderados como o acido ascorbico e o atocopherol, antioxidantes respectivamente
hidro e lipossoluvel em sistemas bioldgicos (BONORDEM e PARIZA, 1994).
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Os mecanismos antioxidantes de defesa, primarios e auxiliares, extra e
intracelulares, apresentam localizacdo celular e fungbes especificas, sdo eles: o
mecanismo enzimatico, o sequestro de metais de transig¢ado, prote¢do por pequenas
moléculas e os sistemas de reparo. Nos mecanismos enzimaticos temos a
superoxido dismutase (SOD),a glutationa peroxidase , as catalases, citocromo ¢
peroxidase.

As superoxido dismutases removem o radical superoxido acelerando sua
conversao a peréxido de hidrogénio: 20--~ + 2H+ — H:0: + O-. Células de mamiferos
apresentam SOD contendo manganés (MnSOD) com seu sitio ativo na mitocdndria,
enquanto o SOD com cobre e zinco (CuZnSOD) € abunadnte no citoplasma
(FRIDOVICHI, 1986).

As catalases convertem o perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio: 2H-O-
— 2 H:0O + O-. A catalase esta presente nos peroxissomas e serve provavelmente
para destruir o peroxido de hidrogénio gerado pelas oxidases localizadas nestas
organelas (CHANCE; SIES e BOVERS, 1979).

A glutationa peroxidase, uma selenioproteina, € a principal enzima
responsavel pela remocéo do perdxido de hidrogénio gerado a custa da superdxido
dismutase no citoplasma e mitocondrias das células dos mamiferos; isto ocorre a
partir da oxidagdo do tripeptideo glutationa &acido glutanico-cisteina-glicina) da sua
forma reduzida (GSH) para a sua forma oxidada (GSSG). A glutanioma redutase,
uma flavoproteina, regenera o GSH a partir da GSSG, com NADPH como fonte
redutora (CHANCE; SIES e BOVERS, 1979).

Glutationa peroxidase

!
2 GSH + H:0: - GSSG + 2 H-0

2 GSH + acido Graxo-OOH — GSSG + acido graxo-OH + H-

Glutationa redutase

!
GSSG + NADPH + H+ — 2 GSH + NAPD+

O sequestro de metais de transicdo um importante mecanismo adicional de
defesa é representado pelas proteinas de transporte e armazenamento. Desde que
ions de ferro e cobre sdo poderosos promotores de lesdo por radicais livres,

acelerando a lipoperoxidacdo e causando a formacado de radicais hidroxila, um
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complexo sistema de proteinas asseguram que estes ions estejam livres. A ferretina
€ a forma habitual de armazenamento de ferro enquanto a transferrina € a proteina
de transporte. O ferro ligado a essas proteinas ndo estimula reagbes de radicais
livres (HALLIWEL e GUTHERIDGE, 1989).

Quanto a protecdo de pequenas moléculas elas podem exercer seu efeito
antioxidante, que agindo diretamente na neutralizacdo dos radicais livres quer
participando de sistemas enzimaticos com esta fungdo. Séo elas vitaminas C, E,
carotenos, glutationa e acido urico (CHANCE; SIES e BOVERS, 1979;
HALLIWEL,1994).

Por fim, os sistemas de reparo agem destruindo as proteinas lesadas pelos
radicais livres, uma vez que os mecanismo antioxidantes nao sao completamente
efetivos, s&o exemplos de sistemas de reparo as enzimas proteases e fosfolipases
(STADMAN e OLIVER, 1991).

2.4.7 Estresse oxidativo

A formacédo de radicais livres e as defesas antioxidants encontram-se em
aproximado estado de equilibrio, portanto, € facil entender que a quebra desta
condicdo em favor dos radicais livres crie uma situacdo de desequilibrio que é
denominado de estresse oxidativo (SIES,1991).

Assim sendo o estresse oxidativo pode acontecer de duas maneiras; pela
deplecédo de antioxidantes por ma nutricdo ou por producdo excessiva de radicais
livres, por exemplo, quando da exposicdo a elevada concentragdo de O-
(GRISHAN,1993; HALLIWEL; GUTHERIDGE, 1989; HALLIWEL,1992).

As células sdo capazes de tolerar o estresse oxidativo de média intensidade,
para tal respondem com aumento da sintese nos sistemas de defesa antioxidante de
modo a restaurar o estado de equilibrio. Entretanto, o estresse oxidativo grave pode
produzir alteragcbes interdependentes do metabolismo celular, de grande
importancia, que pode culminar com morte celular (COCHRANE,1991; HALLIWEL e
GUTHERIDGE, 1989; HALLIWEL e GUTHERIDGE, 1987).

Uma vez que o estresse oxidativo ocorre em algum grau apds lesé&o
tecidual, a principal questdo a ser respondida na avaliagdo da participacdo dos
radicais livres nas diferentes doencas ndo € se podemos demonstrar o estresse

oxidativo mas sim se o estresse oxidativo desempenha papel de importancia na
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atividade da doenca. Existem evidéncias de que em algumas circunstancias os
radicais livres seriam a causa da doenca. Entretanto, na maioria das vezes o
estresse oxidativo € um fenbmeno secundario, ou seja, uma consequéncia da
atividade da doenca, podendo as espécies oxidantes estar envolvidas na
fisiopatologia dessas doencgas, ou representarem um epifenébmeno (ABDALLA,1993;
HALLIWEL,1994).

O fato de o estresse oxidativo ser um fenbmeno secundario em
determinadas condi¢gdes ndo minimiza sua participacdo na atividade do processo
patoldégico, de modo que sua importdncia ira variar em diferentes doencas
(HALLIWEL,1992).

2.4.8 Métodos de avaliacdo da peroxidacéo lipidica

Diversas técnicas sao utilizadas para medir a peroxidagao de lipideos ou de
acidos graxos como a reacdo com o acido tiobarbiturico, glutationa, determinacgéo da
perda de acidos graxos, dienos conjugados, ensaio idiométrico, analise fluorescente
de produtos da peroxidacédo lipidica e outros. As técnicas quantificam diferentes
produtos formados em momentos distintos da peroxidacdo lipidica, como por
exemplo dienos conjugados e dialdeido maldnico: a sensibilidade e especificidade
da técnica depende do tipo do produto a ser quantificado (HALLIWEL e
GUTHERIDGE, 1989; SLATER,1984).

O teste com a&cido tiobarbiturico (“TBA”) foi introduzido por Kohn e
Liversedge em 1944 e ainda € um dos métodos mais utilizados para medida da
peroxidacdo lipidica (CHIRICO,1994). A técnica tem por objetivo quantificar o
diladeido malénico (“MDA”) formado na peroxidacéo lipidica. O “MDA” & capaz de
reagir, sob aquecimento em meio acido, com o acido tiobarbiturico (“TBA”) originado
um composto de cor de rosa; este composto quando extraido da solu¢do por um
solvente organico (n-butanol) tera sua concentracédo determinada e expressa como
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (SRTBA). Esta técnica & de facil
execucdo, baixo custo e pode ser empregada para determinacédo das SRTBA em
diferentes materiais biologicos, especialmente em tecidos (UCHIAYAMA e MIHARA,
1978).

Quando a determinacédo é feita em fluidos orgéanicos pode ocorrer a

presenca de interferentes, como pigmentos biliares e glicoproteinas, com
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consequente formacdo de cromogenos que ndo as SRTBA, fornecendo assim
resultados falso positivo. A fim de evitar tais interferentes, a quantificacdo das
SRTBA em fluidos organicos deve ser feita pela cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CHIRICO,1994).

2.5 ALOPURINOL

O alopurinol e seu metabdlito principal, aloxantina, s&o inibidores
competitivos e nao competitivos, respectivamente, da enzima xantina-oxidase, sendo
esta inibicdo seu principal efeito farmacoldégico. A aloxantina possui uma
permanéncia longa nos tecidos e é, indubitavelmente, responsavel pela maior parte
da atividade farmacoldgica da droga (RHODERN,1998; ZAGER e GMUR, 1989).

A principal acéo proposta para os efeitos benéficos do alopurinol seria que
inibindo a enzima xantina-oxidase, que catalisa de modo irreversivel a transformagao
de hipoxantina, proveniente do catabolismo de compostos energéticos de purina tais
como o ATP, ADP, AMP, em xantina. Portanto, interrompendo essa rota de
degradacgdo, permitir-se-ia a ressintese do ATP durante a fase de reperfuséo,
restabelecendo assim, pelo menos em parte, o nivel energético para a manutencgao
dos eventos metabdlicos que se processam em nivel celular (CUNNINGHAN e
HEAVY, 1974; PALLER; HOIDAL e FERRIS,1984; DI LISA,1995).

Entretanto os efeitos mais pronunciados residiram, principalmente, na sua
capacidade de inibir a geracdo de espécies ativas do oxigénio, no periodo
reperfusional, tendo ser tendo em vista ser a enzima xantina-oxidase aceptora de
elétrons e, portanto, capaz de formar o radical superdxido, hidroxil e perdxido de
hidrogénio (ZAGER e GMUR, 1989; GREENE,1992: CHEUNG, et al., 1983).

Granger em 1988 relatou que os radicais livres de oxigénio estéo
intimamente envolvidos na lesdo celular de isquemia e reperfusdo. Eles sdo gerados
por dois sistemas enzimaticos: exdgeno (neutréfilos ativados) e endogeno (na célula
submetida a isquemia). Durante o periodo isquémico a ATP (adenosina trifosfato) é
catabolizada para hipoxantina; durante a reperfusdo, o oxigénio molecular é
reintroduzido no tecido onde reage com a hipoxantina e xantina-oxidase para
produzir 0 anion superoxido e perdxido de hidrogénio. Na presenca do ferro, o anion
superdxido e peréxido de hidrogénio reagem para a formacgéo do radical hidroxil; o

qual €& altamente citotdxico e reativo iniciando a peroxidagdo lipidica dos
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componentes da membrana celular com subsequente liberagdo de substancias que
atraem, ativam e promovem a aderéncia dos granuldécitos ao endotélio
microvascular. Os granulécitos aderidos causam lesdo celular endotelial adicional
por producéo de radicais livres, superdxido e varias proteases.

Perry e Fantini em 1987, Beyersdorff et al. em 1989 e Quinhonhez-Baldreh
et al. em 1991 chamaram a atengdo, em seu estudos experimentais na area de
isquemia e reperfusdo da musculatura esquelética, para a existéncia de recursos na
tentativa de evitar a lesdo muscular e a de 6drgdos a distdncia apds o

restabelecimento do fluxo sanguineo para a extremidade isquémica através de:

1 - removedores de radicais livres derivados do oxigénio;
2 - analogos da prostaglandina;

3 - inibidores de leucécitos;

4 - reperfusdo controlada;

5 - a combinacgado destes fatores.

Granger, Hollawarth e Parks (1986) relataram em trabalhos experimentais a
acdo do alopurinol através de seu mecanismo inibidor competitivo da xantina-
oxidase na lesdo pds reperfusdo desde entdo o alopurinol tem sido usado nos rins,
intestinos e miocardio, mas seus efeitos no musculo esquelético na reperfuséo ainda
nao estao totalmente elucidados.

Punch et al., em 1992 desenvolveram um estudo sobre o papel da xantina-
oxidase no fendmeno do nao refluxo, este estudo foi desenhado para provar a
hipétese de que os radicais livres derivados do oxigénio estdo envolvidos na
iniciacdo do fendmeno do n&o refluxo. Fora desenvolvido um modelo reproduzivel de
ndo refluxo em membros caudais de ratos. Estudos com Doppler a laser
confirmaram que os membros caudais foram bem reperfundidos apds 2 € 4 horas de
isquemia, mas que a reperfusdo cessou em dez minutos apds 6 horas de isquemia.
Amostras de sangue e biopsia de pele e musculo foram feitas apds 2 e 4 horas de
isquemia para estudar os danos aos tecidos. Nas amostras de sangue foram
avaliados xantina-oxidase, xantina-desidrogenase e creatinofosfatoquinas, foram
também quantificado o extravasamento de albumina nas amostras dos tecidos.

Grupos de animais foram tratados com inibidores da xantino-oxidase

(alopurinol), enzimas antioxidantes (superoxido-dismutase, catalase) e scavanger de
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radicais livres (dimetil sulféxido e dimetil thiouréria) para avaliar o papel dos radicais
livres no dano da isquemia e reperfusdo em membros caudais de ratos.

Os resultados encontrados foram que apos 4 horas de isquemia seguida de
reperfusdo 0s niveis de xantina-oxidase foram 3 vezes maior que 0s niveis pré-
isquemia (p< 0,05) e os niveis de xantina-desidrogenase nao se alteraram. O pré-
tratamento com inibidor da xantina-oxidase reduziu a atividade da xantina-oxidase
para niveis despreziveis e atenuou 0 extravasamento de albumina. Entdo no
trabalho foi observado que em animais pré-tratados com alopurinol ou superéxido-
dismutase, a reperfusdo persiste apds 6 horas de isquemia. Estes dados sugerem
que na isquemia seguida de reperfusdo, o dano ao tecido esta relacionado aos
produtos derivados do oxigénio através da atividade da xantina-oxidase.

Oredsson, Plate e Qvarfordt em 1991 realizaram um trabalho intitulado
Alopurinol - um varredor de radicais livres — reduz o dano da reperfusdo em
musculos esqueléticos. Reperfusdo do musculo esquelético pode levar ao aumento
de permeabilidade vascular, edema e pro fim necrose do musculo. Os radicais livres
derivados do oxigénio tem sido sugeridos como fator etioldégico nos danos apds a
reperfus&o. Coelhos foram submetidos a 4horas de isquemia seguido de 2 horas de
reperfusdo com solugdo tampéo de Krebs. Um membro de cada animal foi
reperfundido com oxigénio saturado e solugdo tampdo (membro reoxigenado),
enquanto o outro membro fora reperfundido com nitrogénio saturado e solugéo
tamp&o (membro ndo reoxigenado). Seis animais receberam alopurinol oralmente
dois dias antes do experimento e 10 animais n&o foram tratados com alopurinol. Os
resultados foram expressos na comparagao entre 0s membros reoxigenados e néo
reoxigenado. Sem o tratamento com alopurinol o aumento da quantidade de agua e
0 peso nos membros reoxigenados excederam aos nao reoxigenados com p< 0,05,
com alopurinol houve reducéo significante do aumento da quantidade de agua e do
peso nos membros. Sendo assim estes resultados demonstraram que um dano
adicional a isquemia do musculo esquelético ocorre durante a reperfusdo com
oxigénio e que o alopurinol pode minimiza-lo.

Concannon, Dooley e Puckett em 1991 em seu trabalho sobre a melhoria na
sobrevivéncia em um modelo de reimplantacdo com musculo isquémico; analisaram
a eficacia da superoxido-dismutase e alopurinol na prevencdo dos danos da
reperfusdo em ratos utilizando um modelo de reimplantacdo de membros apods 6

horas de isquemia quente. Imediatamente antes da reperfusdo dos membros
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reimplantados os animais recebiam uma dose intravenosa de superoxido-dismutase
e de alopurinol, ou uma solugao controle. Nos ratos que receberam a solugao
controle 30% dos membros ficaram viaveis; no grupo da dismutase e do alopurinol
75% dos membros ficaram viaveis, nos grupos que receberam somente superdxido-
dismutase ou somente alopurinol, 58% e 60% dos membros respectivamente
ficaram viaveis. Entdo este estudo sugere que a administracdo de superdxido-
dismutase e alopurinol pode ajudar a prevenir o dano causado pela isquemia-
reperfus@do do musculo esquelético em isquemia aguda e podera melhorar o
salvamento de membros depois de isquemia prolongada.

Saez et al. em 1986 sugerem que os radicais livres de oxigénio estéo
implicados na patogénese das lesGes por isquemia. E realizou um estudo para
avaliar os efeitos do alopurinol, um inibidor da xantina-oxidase, na geracédo de
malondialdeido, niveis de sulfidril livre, consumo de oxigénio e quantidade de agua
nos musculos gastrocnémio de ratos submetidos a choque por torniquete e depois
com os membros caudais reperfundidos. A desidrogenase lactica serica fora dosada
apos a ligadura dos vasos.

Os resultados mostraram que quatro parametros dos musculos n&o foram
alterados durante 5 horas de isquemia, mas que nos membros reperfundidos houve
producédo de malondialdeido, aumento dos niveis de sulfidril, consumo de oxigénio e
da quantidade de agua foram significantemente alterados no grupo controle, mas
nao no grupo pré-tratado com alopurinol. A desidrogenase lactica mostrou-se
presente em todas as amostras dos animais ndo tratados, mas foram menos
evidentes nos animais pré-tratados com alopurinol.

Entéo este trabalho sugere que apds a isquemia nos musculos afetados é
impossivel de restabelecer a fun¢do normal quando ele for reperfundido. O dano
subsequente a reperfusdo é provavelmente devido a geracdo de radicais
superéxidos citotdxicos, formados durante a transformacéo, catalizada pela xantina-
oxidase, de hipoxantina para acido urico em um tecido reoxigenado. A severidade da
lesdo esta relacionada com a duragdo da isquemia, possivelmente devido ao
acumulo de hipoxantina no tecido durante a isquemia.

Matsuda et al. (1998), Investigaram os efeitos do inibidor da xantina-oxidase,
BOF-4272, na producé&o de citocina indutora de quimiotaxia de neutréfilos em ratos
submetidos a les&o por isquemia e reperfusdo hepatica. A isquemia fora induzida por

30 minutos, ocluindo a veia porta. Um grupo de animais fora pré-tratado com inibidor
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da xantina-oxidase ou heparina, cinco minutos antes do clampeamento. E
concluiram que as células de kupffer diminuiram a quimiotaxia, em resposta a
reducdo dos radicais livres de oxigénio, causada pela inibicdo da xantina-oxidase.

Rhodern et al. (1998), estudaram em ratos o efeito do aluporinol sobre a
lipoperoxidacdo das membranas celulares renais na sindrome de isquemia e
reperfusdo, baseado no fato que varios estudos tem demonstrado que radicais livres
de oxigénio contribuem para o dano celular decorrente da isquemia e reperfusao,
desenvolveram este estudo com o objetivo de avaliar os efeitos da isquemia e
reperfusdo em ratos, tratados ou nao com alopurinol, sobre a liporeoxidacao das
membranas celulares renais. Foram usados ratos wistar distribuidos em 4 grupos e
submetidos a periodos de isquemia ou n&o, dependendo do grupo. Também foram
submetidos ou n&o a tratamento com alopurinol na dose de 50 a 150mg/kg por via
intraperitoneal 5 e 1 hora antes do procedimento. Na avaliacdo da lipoperoxidacéo
utilizou-se a método de TBARS e QL. Os resultados demonstraram o aumento da
lipoperoxidacdo nos animais submetidos a isquemia e reperfusdo renal, porém estes
efeitos deletérios foram reduzidos com o pré tratamento com alopurinol (p>0,05). Em
conclusdo os danos causados em animais submetidos a isquemia e reperfusao renal
pode ser demonstrado e quantificado pela lipoperoxidacdo, e ainda o alopurinol
mostrou proteger o rim contra 0 dano decorrente da isquemia e reperfuséo,
diminuindo a lipoperoxidacé&o nestes animais. Entdo estes resultados sugerem que a
via da xantina-oxidase € uma das mais importantes vias metabdlicas envolvidas na
geracédo de radicais livres de oxigénio, estes responsaveis em parte pelos danos
funcionais do rim na sindrome de isquemia e reperfuséo deste 6rgéo.

Cunha et al., em 2005, motivados pela observacédo de que a isquemia
prolongada dos tecidos leva a alterac6es na microcirculacéo e liberagdo de radicais
livres do oxigénio, evento que pode resultar na morte do tecido, conhecido como o
fendmeno do néo refluxo. Propuseram um modelo em ratos de isquemia quente e
reperfuséo de membro posterior e estudaram os efeitos dos farmacos alopurinol na
dose de 45 mg/kg e estreptoquinase na dose de 200001U/kg. Realizaram a sec¢do
do membro posterior com preservacdo dos vasos e nervos em 110 ratos. O
pincamento vascular € posterior reperfusdo apods isquemia quente de 0, 2, 4, 6 e 8
horas e outros 3 grupos que receberam, alopurinol, estreptoquinase e a combinacéo
de ambos, apds 6 horas de isquemia. Como resultado foram observados que as

taxas de viabilidade dos membros isquémicos apds sete dias foram no tempo 0 de
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100%, com duas horas de isquemia de 80%, com quatro horas de 64%, com seis
horas de 50% e com 8 horas de 20% e que as taxas de viabilidade dos membros
nos 3 grupos tratados com farmacos variaram de 67% a 70%. Assim sendo 0s
grupos tratados apresentaram maiores taxa de viabilidade que os membros com 6
horas de isquemia, porém nao foram maiores do que os grupos com 2 e 4 horas de
isquemia. Entdo, os resultados sugerem um aumento da viabilidade de membros
apés 6 horas de isquemia quando utilizados os farmacos alopurinol ou

estreptoquinase e a associacdo destes nao mostraram efeito adicional.

2.6 ENDOTOXINA BACTERIANA

O estudo das bactérias e seus efeitos deletérios no organismo humano teve
grande avanco no final do século XIX, quando os bacteriologistas passaram a
estudar as substancias excretadas por estes micro-organismos. estas substancias,
denominadas exotoxinas, tinham como ponto comum a inativacao pelo aquecimento.
nesse periodo descobriu-se que uma substancia liberada pela lise bacteriana era
resistente ao calor e se mostrava capaz de produzir efeitos biologicos importantes
como febre e choque circulatério. Esta substancia foi denominada de endotoxina
(KNOBEL,1998).

A endotoxina € um componente da membrana externa da parede celular de
bactérias gram-negativas. atualmente, o termo lipopolissacarideo (LPS) passou a ser
utilizado como sinbnimo de endotoxina. ha varios anos, a endotoxina € um produto
bioldgico natural que fascina os pesquisadores (FREUNDENBERG e GALANOS,
1990). dependendo da dose, pode desencadear varios efeitos no hospedeiro. a
liberacdo de grandes quantidades de endotoxinas pelas bactérias gram-negativas
resultam em sepse e suas complicagdes: sindrome da resposta inflamatéria
sistémica e choque séptico caracterizado por hipotensao, coagulacio intravascular
disseminada, faléncia de multiplos 6rgédos e morte (PARILLO, 1993). Entretanto,
existe contato permanente entre o organismo humano e o animal com a endotoxina,
devido a presenca de bactérias gram-negativas no trato gastrointestinal e na pele,
estas pequenas quantidades de endotoxinas podem aumentar a resisténcia as
infecgbes e apresentar atividade antitumoral (NOLAN,1981).

Na Figura 1 visualiza-se o LPS que é uma toxina termoestavel, composta

por trés subunidades: uma cadeia polissacaridica superficial, dita antigeno “O7,
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responsavel pela variabilidade antigénica das bactérias gram-negativas, uma ponte
também polissacaridica de localizagdo intermediaria e finalmente, o fosfolipidio a,
inserido na membrana externa e responsavel pela sensibilizacdo do hospedeiro

(FADEL, 1996).
FIGURA 1 - ESTRUTURA DA PAREDE CELULAR DE BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS
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O lipidio A é a por¢ado com menor variagéo estrutural, responsavel por todos
os efeitos maléficos e benéficos descritos até hoje. Constituido principalmente de
glucosamina e fosfato, associado a um &acido graxo que contém 14 atomos de
carbono. A liberagdo do lipidio A, separando-se da parede bacteriana, é necessaria
para que a molécula se torne ativa, fendmeno que ocorre somente quando as
bactérias morrem ou se multiplicam.

A endotoxina (LPS), bem como os demais fragmentos de bactérias s&o
capazes de induzir as células mononucleares humanas a produzir interleucina-1 (IL-
1) e fator de necrose tumoral (TNF), que s&o duas citocinas integrantes da resposta
imune. Dentre os multiplos efeitos bioldgicos da IL-1 destacam-se a febre (acdo no
hipotalamo), a neutrofilia (acdo na medula 6ssea), a proliferagdo de colageno
(estimulo de fibroblastos), a liberagdo de aminoacidos de musculos, a produgcéo de
IL-2 (agdo nas células T), e a producdo de anticorpos (agdo nas células B)
(DINARELLO, 1984).
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As endotoxinas interagem com varios sistemas celulares € humorais. Apoés
penetrar na circulagao, ligam-se a lipoproteinas plasmaticas, resultando em reducgao
de sua atividade bioldgica. Mesmo assim ativam o complemento, induzem a
coagulacao, afetam a funcéo hepatica e o sistema neuroendécrino. Esta diversidade
de respostas fisioldgicas € direcionada a eliminacdo de endotoxinas, seus
fragmentos, e até mesmo bactérias gram-negativas, € a seguir promover o reparo
das lesdes teciduais. Porém, devido as altas concentragdes ou maior sensibilidade a
endotoxinas, as agdes dos sistemas de defesa tornam-se incontrolaveis e, invés de
contribuir muitas destas respostas acabam sendo deletérias ao paciente.

A resposta pirogénica € o efeito mais conhecido, mas apenas um dos varios
efeitos produzidos por endotoxinas, elas também induzem os macréfagos do
Sistema Reticulo Endotelial (SRE) a liberar fatores antagonistas a glicocorticoide,
fatores “insulina-like”, fatores coagulantes, os quais, em conjunto determinam piora
do quadro clinico por estarem relacionados com coagulagdo dentro de capilares,
liberagcdo de prostaglandinas, 6xido nitrico (indutor de vasodilatacdo sistémica e
hipotensdo no choque endotdxico), superdxidos e enzimas lisossOmicas. Enfim,
estas substancias introduzidas iatrogenicamente, na corrente circulatéria de
pacientes em hemodialise produzem tantos efeitos e afetam tantos sistemas que
tornam dificil precisar e caracterizar um diagndstico (DINARELLO, 1989).

Jansen et al. 1991, descreveram um panorama geral do mecanismo indireto
pelo qual atuam os produtos bacterianos, através de estudos com uma variedade de
camundongo conhecida como C3H/HedJ. Como resultado de mutagdes genéticas
espontaneas, estes animais n&o mostram nenhuma reatividade ao LPS.
Demonstrou-se que o transplante de medula utilizando doadores normais
compativeis, tornava estes animais suscetiveis aos efeitos letais do LPS. Por outro
lado, a utilizagcdo de doadores C3H/HeJ na reconstituicdo da medula de
camundongos normais, produzia animais quimeéricos que nao respondiam ao LPS.
Concluiu-se que o mecanismo de a¢do da endotoxina € indireto, sendo mediado por
células hematopoiéticas. Outros trabalhos, como Lepine e Neugebauer (1995),
mostram que esta molécula é, por si s6, pouco toxica, necessitando de mediadores
enddégenos para produzir a totalidade dos eventos observados durante o choque
séptico.

Durante o processo infeccioso, o organismo agredido entra em contato com

o Ips no local da infeccdo e sistemicamente, através dos fragmentos bacterianos
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presentes na corrente sanguinea, liberados por ocasido do crescimento e
multiplicacdo bacterianos. apos estudar a resposta de diversas células as
endotoxinas, constatou-se que entre estas, os macrofagos sdo os mais ativados.
Deitch et al. (1989) relatou que a endotoxina tem a capacidade de estimular as
células de Kupffer a produzirem e liberarem citocinas como TNFa, interferon o/ e
IL-1. A interacdo da endotoxina com os macrofagos é, provavelmente, o principal
fator da resposta inflamatéria e do choque endotoxico.

O principal receptor para o LPS € o CD14, que € uma glicoproteina presente
na superficie dos macréfagos € mondcitos. estudos com macréfagos normais e
deficientes em CD14, mostraram que baixas doses de LPS necessitam da
expressdo do CD14, enquanto altas doses, podem desencadear a ativagdo dos
macréfagos independente do receptor. Gangloff et al.(1999), determinaram se a
variabilidade estrutural das moléculas de LPS, isoladas de diferentes espécies
bacterianas, influenciavam a resposta dos macrofagos via receptores CD14. O
estudo com LPS purificado de escherichia coli, salmonella abortus-equi, salmonella
minnesota, pseudomonas aeruginosa, neisseria meningitidis, bacteroides fragilis e
rhodobacter sphaeroides mostrou que a resposta dependente do CD14 requer um
antigeno “O” especifico, caracterizada por uma cadeia de carboidrato longa, com
pelo menos 6 cadeias de acil no lipideo a. o Ips que ndo tem o antigeno “O”
especifico é caracterizado por uma cadeia de carboidrato curta indutora da ativacéo
dos macrofagos, independentemente da presencga receptor CD14.

O LPS ligado aos receptores de membranas dos macrofagos induz a
producdo e secrec¢ao de glicoproteinas denominadas de citocinas. as citocinas tém
acbes locais e sistémicas, controlando processos hormonais, imunolégicos e
inflamatoérios. O TNFo € a primeira citocina a ser produzida durante o processo
inflamatorio e sua liberagdo irda induzir a sintese de diversas outras citocinas. a
liberac&o de il-1 também & precoce e, em conjunto com o TNFa, estimula a sintese e
modula a expressdo de outras citocinas. as citocinas, também denominadas pro-
inflamatorias, como o TNFa, a IL-1, a IL-6, a IL-8, interagem de forma a constituir um
ciclo vicioso no seu proprio processo de producédo e liberacdo. embora estas
substancias sejam necessarias para a resposta de defesa adequada, sem controle
efetivo de sua producéo elas induzirdo estado de auto-agressdo. Paralelamente, a

sintese das citocinas anti-inflamatérias, IL-4, IL-10 E IL-13, € induzida. do equilibrio
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de forcas entre as citocinas pré e anti-inflamatérias depende a homeostase do
organismo (FADEL, 1996).

A reacédo generalizada de shwartzman é caracterizada ecrose cortical renal
bilateral, diatese hemorragica € morte em 48 horas. experimentalmente, duas
injecbes endovenosas de lipopolissacarideo, com intervalo de 24 horas,
desencadeiam este quadro, o qual foi observado durante a prenhes de coelhas e
ratas com apenas uma injecao endovenosa de Ips, nos experimentos de Apitz
(1935); Viana (1948); Wong (1962).

Alexander et al. (1990), em seu trabalho sobre translocacdo bacteriana,
redefiniu este fendmeno como sendo a passagem de micro-organismos viaveis e
nao viaveis pela mucosa intestinal e seus produtos como as endotoxinas. Varios
fatores contribuem para aumentar a translocacdo bacteriana através da barreira
intestinal. Estes incluem: 1-les&o direta dos enterdcitos como ocorre com irradiacoes
ou endotoxinas; 2-reducdo do fluxo sanguineo ao intestino, que pode ocorrer em
choque hemorragico, infecgbes, queimaduras e administracido de endotoxinas; 3-
aumento da quantidade de micro-organismos que pode ocorrer em administracdes
de antibidticos ou antiacidos, seletivando flora bacteriana intestinal; 4-nutricdo
alterada que podera ocorrer na administracdo de dietas elementares ou
hiperalimentagdo parenteral. Os autores estudaram o processo de translocagéo
bacteriana, utilizando Candida albicans, Escherichia coli ou endotoxina em algas
intestinais de ratos e em cobaios.

Com os animais anestesiados, realizou-se enterostomia de 10 cm de
comprimento no ileo distal. A continuidade intestinal foi feita com anastomose
intestinal término-terminal com fio prolene® 6-0. Realizaram-se lesées térmicas no
corpo dos animais (queimadura de terceiro grau em 50% da area corporal) e
instilaram-se os micro-organismos e endotoxina nas alc¢as intestinais. Os resultados
demonstraram que a translocacéo de C. albicans, E. coli e endotoxina ocorreram por
penetracdo direta nos enterécitos por meio de mecanismo desconhecido pelos
autores. Este mecanismo n&o foi similar a fagocitose, porque 0s micro-organismos €
a endotoxina estavam presentes no citoplasma dos enterdcitos sem um revestimento
de membrana como ocorre na fagocitose. A translocacdo entre os enterécitos
(através das juncdes intercelulares) n&o foi observada. A passagem de C. albicans
na lamina prépria parece estar associada a descontinuidade da lamina basal e

extrusdo do citoplasma das células. Os organismos na lamina propria foram
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encontrados dentro de macréfagos (fagocitados) e também estavam livres em vasos
linfaticos e sanguineos. A endotoxina translocou por difusdo através da lamina
prépria € camada muscular do intestino, passando, em maior quantidade entre os
midcitos do que através deles até a serosa.

Alexander et al. (1991) avaliaram a cinética bacteriana, sua distribuicdo
tecidual e depodsito de E. coli e de endotoxina translocados do intestino apo6s leséo
térmica. A cepa de E. coli utilizada cresceu na presenca de glicose '“C e desta cepa
retirou-se a endotoxina. A E. coli (dose de 10° a 10° de bactéria por animal) e
endotoxina (dose de 100 ug por animal) foram ministradas por sonda até a regiao
estomacal de cada animal imediatamente antes da queimadura de 30% superficie
corpérea. A translocacdo ocorreu extensivamente dentro de 1 hora apds a leséo.
Isto ocorreu com maior intensidade nos linfonodos mesentéricos, seguido pelo baco,
pulmao e figado. A translocagado de endotoxina foi similar a translocacéo de bactéria
intacta, com a excegcao de que menos radioatividade foi verificada na cavidade
peritonial mas foi maior a radioatividade encontrada na regido hepatica. A morte das
bactérias que translocaram foi maior nos linfonodos mesentéricos e baco (95 a
99%). Nos pulmdes havia maior numero de bactérias viaveis. Os autores concluem
que a medida do numero de bactérias viaveis num tecido ndo pode estimar a
quantidade de translocac&o bacteriana.

Koike et al. (1994) estudaram ratos com a intencdo de verificar se a
endotoxemia produz faléncia de orgdos a distancia. A intencdo dos autores foi
verificar se a isquemia e reperfusao intestinal resultam em endotoxemia e se a
eliminagéo da endotoxina circulante atenua a ativagdo dos PMN e les&o pulmonar. O
estudo foi prospectivo e randomizado. Os animais, anestesiados, foram submetidos
a oclusdo da artéria mesentérica superior por 45 minutos e apés liberacdo desta
artéria esperou-se por 2 horas de reperfusdo. Eliminou-se a endotoxina circulante
com imunoglobulina (IgM) murina, E5 especifica, na dose de 3 mg/kg administrada
por via endovenosa antes do estudo. Com 2 horas de reperfusdo a quantidade inicial
de neutrdfilos circulantes foi determinada pela diferenca na producéo de superdxido
com e sem estimulo ativador. A sequestracdo de neutréfilos no pulmao foi
quantificada pela atividade da mieloperoxidase e pela razdo entre a permeabilidade
endotelial pulmonar e sanguinea da albumina l,5. As concentragbes de endotoxina
ndo foram significantes entre os grupos isquemialreperfuséo intestinal e grupo

laparotomia. A isquemia e reperfusdo intestinal leva ao aumento de neutréfilos
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circulantes e acumulo de PMN em nivel pulmonar. Com isso, pode haver les&o deste
orgdo. Esses achados ocorreram no grupo onde foi eliminada a endotoxina
circulante. Os autores concluem que a isquemia e reperfusdo iniciam a ativacéo de
neutrofilos circulantes, produzindo lesdo pulmonar por mecanismo independente da
endotoxina.

Granger (1988) descreveu o papel dos PMN e xantina-oxidase na leséao
induzida pela isquemia e reperfusdo. O autor relata que a reperfusdo reintroduz o
oxigénio no tecido isquémico e este seria o principal responsavel pela leséo tecidual.
Havia sido demonstrado anteriormente, pelo autor, que a lesdo na mucosa intestinal
produzida por 3 horas de isquemia e 1 hora de reperfusdo € significativamente maior
que aquela produzida por 4 horas de isquemia sem reperfusdo e também, a
reperfusé@o de intestinos com perfusato desoxigenado apds 3 horas de isquemia
produziu menos lesdo que quando reperfundido com sangue total. Os inibidores da
xantina-oxidase desempenham importante papel em diminuir as lesdes provocadas
durante a reperfusdo. O alopurinol, oxipurinol sdo drogas utilizadas por via
endovenosa capazes de atenuar lesbes intestinais em animais de laboratério
provocadas pela reperfusdo. Pela via entérica, o aldeido ptérico e o acido félico
reduzem a permeabilidade microvascular intestinal provocada pela
isquemia/reperfuséo.

Yassin et al. (1996) realizaram estudos com ratos, quando o efeito da
isquemia e reperfusdo era verificado no intestino e na corrente circulatéria. Para
tanto, realizaram isquemia nos membros posteriores dos animais seguido de
reperfusdo. Avaliaram: mortalidade dos animais, estrutura morfologica intestinal,
concentracdo de endotoxina sistémica e a concentracdo plasmatica de citocina IL-6.
Utilizaram 60 ratos Wistar machos. A isquemia era realizada por meio de
torniquetes: bandagens elasticas colocadas em ambos os membros posteriores dos
animais na regido da coxa. Apos o periodo de isquemia, a reperfusdo dos membros
era obtida pela liberacdo dos torniquetes. No experimento um estudaram o grau de
sobrevivéncia do grupo controle comparado com o grupo submetido a isquemia e
reperfusdo. Os animais foram observados por quatro dias. No experimento 2 havia
trés grupos de animais com doze animais cada. Grupo controle, grupo isquemia e
grupo isquemia e reperfusao. Nestes eram colhidas amostras de sangue para dosar
endotoxina sistémica e concentragdes de IL-6. Amostras de intestino delgado e

grosso foram retirados para se obter estudo morfométrico da mucosa intestinal. Os
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resultados demonstraram que a mortalidade aumentou significativamente, apos 24
horas de reperfusdo, aumento de 50% (p<0,05); em 72 horas, aumento de 70% na
mortalidade (p<0,005). A espessura da mucosa intestinal, tanto do intestino delgado
quanto do intestino grosso, tiveram significativo decréscimo no grupo submetido a 3
horas de isquemia seguido de 2 horas de reperfusdo em comparacao com o grupo
controle e grupo submetido sbé a isquemia (p<0,01). Endotoxina plasmatica
aumentou significativamente nos animais do grupo isquemia com duas horas de
reperfusao (44,8 + 19,2 pg/ml) em relacdo ao grupo controle (p<0,05); 0 mesmo
ocorreu com os niveis de IL-6. Os autores concluem que a reperfusdo de uma
extremidade se acompanha de eventos intestinais que podem produzir resposta
inflamatoria sistémica gerada por endotoxina de origem intestinal.

Os mesmos autores (Yassin et al., 1997), posteriormente, determinaram o
efeito da isquemia e reperfusdo em membros posteriores de ratos Wistar sobre a
mucosa intestinal. Foi verificada sua estrutura e infiltracdo de PMN com o intuito de
estabelecer o grau de lesdo intestinal apds indugdo de lesdo isquémica em 6rgao
distante dos intestinos. Foi verificada microscopia eletrbnica da mucosa intestinal,
intestinos delgado e grosso, nos cinco grupos de animais: controle, grupo submetido
s6 a anestesia, grupo s6 submetido a 3 horas de isquemia, grupo isquemia e uma
hora de reperfusao, grupo isquemia e 2 horas de reperfusdo e grupo isquemia e 3
horas de reperfusdo. A avaliacdo histologica foi determinada por patologista que
desconhecia o experimento. Para cada animal realizaram-se vinte medicbes dos
parametros morfométricos intestinais: espessura total da mucosa, média de altura
das vilosidades intestinais e da profundidade das criptas. Foi medido o numero de
PMN na lamina prépria de cada uma destas areas intestinais para se estabelecer a
quantidade de PMN por mm? A permeabilidade intestinal dos ratos normais foi
previamente determinada em modelo de estudo chamado de “saco intestinal
invertido”. Neste modelo utilizou-se '*C marcado com polietilenoglicol 4000 (PEG
4000 rad). Os resultados mostraram significante decréscimo na média da espessura
da mucosa do intestino delgado nos animais submetidos a isquemia e com duas
horas de reperfusdo em comparagdo com o grupo controle. A profundidade das
criptas diminuiu significativamente em animais submetidos a isquemia seguida de 2
horas e 3 horas de reperfusdo em comparacao com o0 grupo controle. No intestino
grosso nao foi detectada diferenca na média da espessura da mucosa ou na

profundidade das criptas em comparagdo com o grupo controle. A contagem de
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PMN n&o mostrou significancia entre os grupos controle em relacdo com o0s
experimentais, tanto no intestino delgado quanto no intestino grosso. A
permeabilidade intestinal aumentou significativamente no grupo isquemia, a que se
seguiram de 2 horas de reperfusdo, em relagcdo ao grupo controle. O aumento de
permeabilidade que ocorreu nos grupos com reperfusdo afetou todos 0s segmentos
intestinais. Os autores concluiram que a estrutura intestinal e permeabilidade podem
ser alteradas com a reperfusdo de érgéos distantes ao intestino, o que pode explicar
relatos de endotoxemia em pacientes submetidos a cirurgia para corrigir aneurismas
da aorta abdominal que evoluiram a &ébito com complicagdes sistémicas e faléncia
de multiplos 6rgéos.

Yassin et al. (1998), quantificaram a endotoxina sérica por meio de
espectrofotometria € de teste imuno-enzimatico, bem como determinaram a
quantidade de anticorpo antiendotoxina. Estas determinacdes foram realizadas em
cinco grupos de ratos. A isquemia seguida de reperfus&o por uma, duas e trés horas
induziu significante aumento de endotoxina, respectivamente: média de 10, 44,8 e
20,2 pg/ml comparados com aos controles 2,58 pg/ml e aos animais submetidos
somente a isquemia 1,2 pg/ml (p<0,05). Este fato foi associado com significativa
reducé@o na concentragéo de anticorpos antiendotoxina (imunoglobulinas 1gG e IgM).
N&o houve translocacdo bacteriana detectada em nenhum grupo estudado. Os
autores concluem que apenas a isquemia e reperfusdo de membros caudais de
ratos, na auséncia de infeccdo ou translocacdo bacteriana, € responsavel pela
ocorréncia de endotoxemia.

Corson et al. (1992) realizaram trabalho com o propdsito de testar se a
isquemia e reperfusdo de membros caudais de animais afetava a permeabilidade

intestinal. Foram utilizados trinta ratos Wistar divididos em:

- grupo controle grupo | (com 10 animais);
- grupo Il (houve 3 horas de isquemia);
- grupo Il (isquemia por 15 minutos seguido de 15 minutos de reperfuséo;

- grupo IV (isquemia por 3 horas seguido de 2 horas de reperfuséo;

Os autores, ainda, testaram um grupo V no qual foram estudados os efeitos
da hipotensdo sobre a permeabilidade intestinal. Neste grupo, os animais, foram

submetidos a infus&o de nitroprussiato de sédio para manter a PAM ao redor de 75



51

mmHG. A isquemia foi realizada pelo método do torniquete com bandagem elastica
na regido proximal dos membros caudais dos animais. Para verificar a
permeabilidade intestinal, os autores utilizaram segmento de intestino delgado (ileo
terminal), que foi isolado com ligaduras de fio de seda. Neste foi administrado
peroxidase (Sigma®) em 1 ml de solucéo salina 0,9% quinze minutos antes do
sacrificio. Este segmento era retirado e preparado para ser examinado por
microscopia eletrbnica para verificar a ocorréncia de rupturas na mucosa e
evidéncias de penetracdo de peroxidase além das junc¢des intercelulares dos
enterocitos. Mediu-se também a endotoxina plasmatica dos animais no inicio € apos
o fim do experimento. Os autores verificaram que a PAM dos animais sofria abrupta
queda quando eram liberados os torniquetes (118 + 3mmHg para 81 + mmHg), este
fato foi simulado no grupo V com a administracdo de nitroprussiato de sodio. Na
microscopia eletrénica verificou-se que a penetracdo da peroxidase na alga
estudada foi evidente em 1 animal de cada um dos grupos |1l e lll e em todos os
animais submetidos a isquemia e reperfusdo (grupo V).

No grupo submetido a hipotenséo (grupo V) ndo se evidenciou penetragdo
de peroxidase além das junc¢des intercelulares em todos os animais. Os niveis de
endotoxinas circulantes aumentaram significativamente no grupo V em comparacéo
com os grupo |1l e lll. Os autores concluiram que os danos na mucosa intestinal s&o
0s responsaveis pela endotoxemia pos-isquemia e reperfusdo e que estes danos
nao sao atribuidos a hipotensdo que ocorre no periodo de reperfusdo.

Schumer et al. (1970) realizaram estudo para verificar se a presenca de
endotoxina de Escherichia coli dificultava a respiragdo mitocondrial (oxidag&o
fosforilativa). Os autores, inicialmente, realizaram biopsias em figados de pacientes
que seriam submetidos a cirurgia das vias biliares. Posteriormente, injetaram LPS de
E. coli 026:B6 (Difco Laboratories®) intraperitonialmente em ratos. O grupo controle
dos animais recebeu soro pela mesma via. Apés 18 horas, os animais foram
sacrificados para se examinarem os figados. As células hepaticas humanas foram
separadas, a metade foi colocada in vifro com endotoxina e a outra parte serviu
como controle. Mediu-se o consumo de oxigénio mitocondrial destes hepatdcitos.
Calculou-se a razdo entre difosfato de adenosina e oxigénio (ADP/O) e o indice
respiratério de controle (IRC). O IRC é igual a quantidade de oxigénio absorvida pela

presenca de ADP, dividida pela quantidade de oxigénio sem ADP. Os resultados
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demonstraram que na preseng¢a de ADP a mitocdndria humana e a de rato com
endotoxina tiveram absor¢cdo menor de oxigénio que 0s grupos sem endotoxina;
contudo na auséncia de ADP n&o houve diferengas significativas nos débitos
respiratérios entre os grupos. Ambos IRC e ADP/O foram significativamente maiores
para os grupos controles. Os autores verificaram alteracdes nas organelas
citoplasmaticas na microscopia eletronica dos grupos, onde a endotoxina estava
presente; concluiram que a endotoxina de E. coli dificulta a respiragdo mitocondrial
tanto in vitro quanto in vivo e que ha forte correlagéo entre os dados de consumo de
oxigénio e as alteracdes observadas pela microscopia eletrénica.

Com o objetivo de determinar o papel das citocinas e da ativagcéo do sistema
complemento na patogénese das lesbes da mucosa intestinal induzidas por
endotoxinas em translocagao bacteriana, assim como para quantificar a magnitude
da permeabilidade da mucosa intestinal induzida por endotoxinas, Deitch et al.
(1989a) realizaram estudo em que utilizaram camundongos e ratos Sprague-Dawley.
Para cumprir o primeiro objetivo, foram utilizados dois grupos de experimentos. No
grupo | foi mensurada a capacidade da endotoxina de induzir translocacao
bacteriana em camundongos hiporresponsivos a endotoxinas, ou com deficiéncia de
complemento. Camundongos heterogenéicos foram usados para controle. No grupo
Il foi utilizado um anticorpo policlonal anti-TNF, para prevenir translocacéo
bacteriana, induzida por endotoxina.

Nestes dois grupos, 0os camundongos receberam injecdo de endotoxina de
Escherichia coli, nas doses de 0,05 a 0,50mg por animal, ou injegcédo de solugao
salina isoténica (SSI). O anticorpo anti-TNF foi administrado 6 horas apds a injegao
de endotoxina ou SSI. Vinte e quatro horas apds a injecéo de endotoxina ou SSI, os
camundongos foram sacrificados. Durante o sacrificio foi coletado sangue para
dosagem de TNF. Também foram coletados o linfonodo mesentérico e ceco para
cultura, e fragmento do ileo para estudo histolégico. Para a realizacdo do segundo
objetivo, isto €, a avaliacdo da permeabilidade da mucosa intestinal induzida por
endotoxina, foram utilizados ratos, que durante a anestesia foram distribuidos
aleatoriamente. Um grupo recebeu injecdo de endotoxina de Escherichia coli (dose
de 0,05 a 0,50mgQ); e o outro, injegéo de SSI. Foi realizado a seguir, laparotomia com
isolamento de segmento de 10 cm de jejuno e ileo.

Cada um destes segmentos foi cateterizado proximal e distalmente. Apds as

lavagens destes segmentos, as areas isoladas retornaram para a cavidade. Uma
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hora ap6s a anestesia e injecdo de SSI ou endotoxina, foi injetado 75 mCi de *'Cr
EDTA na artéria carétida. O experimento durou 2 horas; durante este periodo, foi
coletado sangue a cada 60 minutos, e liquido de perfusdo intestinal a cada 10
minutos.

Também foi avaliada o tratamento prévio com alopurinol para prevenir 0
aumento da permeabilidade intestinal. Para isto, foi administrado alopurinol (dose 50
mg/kg) 24 ou 48 horas antes da injecdo de SSI ou endotoxina. Todos os
camundongos que receberam endotoxina (hiporresponsivos, deficiéncia de
complemento e controle), apresentaram translocagao bacteriana para linfonodo
mesentérico numa porcentagem significativa, enquanto os que receberam injecao
com SSI apresentaram linfonodos estéreis.

A maioria dos camundongos que receberam endotoxina apresentavam
edema das vilosidades, no estudo histolégico do ileo. O fato de a translocagéo
bacteriana ocorrer nos camundongos hiporresponsivos a endotoxina, e naqueles
com deficiéncia de complemento, indica que nem a liberagdo de produtos de
macrofagos, nem a ativacdo do complemento s&o essenciais para que ocorra a
translocacdo induzida por endotoxina. Este fato foi reforcado pela observacéo de
que, embora o tratamento prévio com anticorpo anti-TNF tenha sido efetivo em
reduzir os niveis de TNF no plasma dos animais com inje¢cdo de endotoxina, nao
preveniu a translocagdo bacteriana induzida pela endotoxina. Com relacdo a
permeabilidade intestinal, 2 horas apds a injecdo de endotoxina, houve evidéncia de
aumento da permeabilidade ileal, mas n&o a jejunal, medido pelo aumento da
liberagdo do °'Cr EDTA. Este aumento na permeabilidade ileal e na translocagéo
bacteriana induzida por endotoxina poderiam ser prevenidos com a administracéo
prévia de alopurinol, uma vez que ele foi efetivo em diminuir a incidéncia de
translocacéo bacteriana e a permeabilidade intestinal quando comparados com os
animais que nao receberam a droga.

O alopurinol, inibidor competitivo da xantina-oxidase, previne a translocagao
e 0 aumento da permeabilidade intestinal, induzidos por endotoxina: isto sugere que
a endotoxina promove translocacao bacteriana primariamente por alteracbes da
permeabilidade intestinal.

O'Dwyer et al. (1989), para estudar os efeitos da endotoxina na barreira
intestinal, realizaram trabalho em 12 pessoas sadias. Aleatoriamente, os autores,

administraram endotoxina de Escherichia coli (dose de 4 ng/kg) e solugéo salina.
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Lactulose e manitol foram dados aos pacientes por via oral 30 minutos antes e 120
minutos apos a endotoxina. Para quantificar a permeabilidade intestinal mediu-se a
excrecdo renal destas substdncias nas 12 horas subsequentes. Apds a
administracdo sistémica de endotoxina, a excrec¢do de lactulose aumentou quase
que duas vezes (média de 263+36 umol por 12 horas contra 145+19 umol por 12
horas durante administracdo de solucdo salina). A absorcdo de manitol teve
comportamento similar porém com menor variagdo (5,7+0,3 mmol por 12 horas
contra 4,940,3 mmol por 12 horas). Apds a administracdo de endotoxina o0s
individuos apresentaram sintomas de estado gripal (cefaléia, mialgia, nauseas e
calafrios), que comecaram entre 60 e 90 minutos apds a injecdo e tiveram pico
maximo entre 90 e 120 minutos. Houve aumento nas concentragdes circulantes de
cortisol e catecolaminas e também, nos pacientes que receberam endotoxina, houve
leucocitose, 240 minutos apds a injecdo. Houve significante correlagdo entre a
excrecao de lactulose e producdo de norepinefrina, entre a excrecéo de lactulose e a
contagem minima de leucdcitos.

Os autores sugerem que a exposigcdo intestinal a endotoxina circulante
aumenta a permeabilidade do intestino sadio e estas observacdes reforcam a
hipétese de que pessoas enfermas em estados criticos, prolongadas e repetidas
exposicdées a endotoxinas circulantes podem comprometer significativamente a

integridade da barreira da mucosa intestinal.

2.7 SEPSE, FALENCIA DE MULTIPLOS ORGAOS E TRANSLOCACAO
BACTERIANA

Até a presente data, grande quantidade de estudos clinicos, experimentais e
laboratoriais tém acumulado evidéncias suficientes sobre a participacdo ativa da
cascata inflamatoria na génese de quadros de faléncia de multiplos 6rgéos.

A sepse esta associada com o inicio e propagacao de uma intensa cascata
inflamatoria, envolvendo células inflamatérias e mediadores imunolégicos. Muitas
destas células e mediadores foram identificados durante os ultimos anos sendo as
suas acdes especificas, exploradas cuidadosa e intensamente. Mais recentemente
os investigadores iniciaram a avaliacao destes mediadores como ferramentas de

diagndstico e progndstico em pacientes sépticos.
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Existem trés fases arbitrarias da cascata inflamatoéria: iniciacdo, ampliacéo e
agressao durante as quais se estudam os mediadores circulantes. Muitas
substancias sdo capazes de iniciar a cascata inflamatéria. As endotoxinas foram
responsabilizadas como iniciadoras da cascata inflamatéria em muitos doentes, por
isso foram extensamente estudadas em doentes em risco de sepse e assinalados
como marcadores diagnosticos. Dos varios estudos realizados nao ficou claro se as
endotoxinas seriam um bom marcador de uso clinico. Nao existe ainda consenso
sobre a pesquisa de um unico marcador que diagnostique a sepse, ficou como
hipétese que as endotoxinas iniciam e ampliam a cascata inflamatoria através de
varios mecanismos incluindo o "priming" de neutréfilos para uma resposta
aumentada ao estimulo tal como fragmentos do complemento e ativacdo da cascata
do complemento.

Muitos componentes da cascata incluindo C3, C3a, C5a e o complexo
terminal C5b-9 foram medidos em doentes com sepse. Dos estudos realizados, ficou
clara a evidéncia que a ativacdo do complemento ocorre em doentes com sepse,
mas a medi¢cdo simples da ativagcdo do complemento n&o provou ser clinicamente
util como marcador diagnostico e progndstico da sepse.

As endotoxinas podem estimular a liberagdo de varias citocinas, incluindo o
fator de necrose tumoral alfa (TNFa), interleucinas 1, 6 e 8, os quais foram
implicados na patogénese da sepse sendo estudadas as suas potencialidades
diagndsticas e prognésticas de cada um destes mediadores. Muitos destes
demonstraram resultados entusiasmadores, especialmente 0s niveis circulantes de
IL-6, contudo, a avaliacdo destes mediadores na corrente circulatéria de pacientes
sépticos ndo ainda de uso rotineiro (ABBAS; LICHTMAN e POBER, 2000).
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2.8 A TRANSLOCACAO BACTERIANA

Classicamente se aceita que a mucosa do trato digestivo, além do papel
secretorio e absortivo, constitui também barreira que isola o lume intestinal, com sua
microflora, dos linfaticos mesentéricos e das vénulas tributarias do sistema porta.
Nao ocorre translocagdo bacteriana macica em vigéncia de barreira epitelial intacta,
defesas imunoldgicas competentes e microflora normal no trato gastrintestinal, que
em conjunto evitam a superpopulacdo de patdégenos, especialmente pelos bacilos
entéricos, permitindo apenas um pequeno indice de translocacdo de micro-
organismos intestinais e de endotoxinas € um processo normal, até benéfico para
estimular o sistema imunolégico. E se essa barreira fosse vencida®?

A primeira referéncia especifica sobre este tema, provavelmente seja a
publicacdo de Jacob, Weidel e Gordon em 1954, que relataram os efeitos da
administracdo prévia de antibiéticos ndo absorviveis no aumento da sobrevida de
caes submetidos a choque hemorragico experimental. Proximo a esta época, em
1957, LILLEHEI idealizou interessante modelo experimental em caes sob perfuséo
intestinal com sangue doado por outros animais, levados a choque por sangria e
obtinham importante reducdo na taxa de letalidade, 0 que n&o se conseguia quando
perfundiam-se seletivamente, ao invés dos intestinos, o figado ou o cérebro do
animal. Concluiu que o principal fator determinante da morte, no choque
hipovolémico, era a isquemia intestinal.

Seguiram-se trabalhos que ndo aderiram aos conceitos que comegavam a
surgir. Entre estes estudos, McNULTY em 1960, referiu letalidade similar em ratos
que recebiam ou nao antibioticoterapia, antes de se instalar choque hemorragico
experimental que era imediatamente revertido. Também NAGLERAL em 1961, ndo
conseguiu comprovar atividade endotéxica em coelhos submetidos a sangria
extensa. Estes estudos foram controversos, uma vez que a hipovolemia induzida nos
animais deveria propiciar a TB do trato intestinal e a antibioticoterapia deveria
diminuir ou inibir este fenébmeno.

As observacdes mais superficiais das décadas de 1950 e 1960
estabeleceram fundamentos para os trabalhos contemporaneos, sofisticados, que
procuram detalhar intimamente o processo de translocac&o bacteriana.

Deitch et al, em 1990, estudando a permeabilidade da mucosa intestinal a

proteina marcada, em ratos, submetidos ou ndo a descontaminacido seletiva com
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penicilina e estreptomicina, observaram que apds duas horas de ressuscitacdo do
choque hipovolémico, havia translocagao bacteriana e aumento da permeabilidade
intestinal a proteina marcada, sugerindo que os mesmos fatores que favorecem a
translocacdo também alteravam a permeabilidade da mucosa, talvez rompendo as
juncdes firmes que existem entre as células epiteliais, ficando clara nestas condicbes
experimentais, a correlagdo entre a passagem da proteina marcada e a endotoxina
pelas tunicas intestinais, ou seja, o0 processo de translocacdo pode ser
acompanhado de passagem de endotoxinas, agravando a situagao infecciosa.

Outro elemento hoje muito discutido € a célula de Kuppfer que por um lado
atuaria como *filtro” dos elementos que ultrapassassem a mucosa intestinal em
situacbes de estresse, por outro, sob essas circunstancias, produziria substancias
capazes de afetar a fungéo dos hepatdécitos (WEST; KELLER e HYLAND, 1985).

Entre os fatores que favorecem a translocac&o bacteriana, sdo citados:
doencgas inflamatérias intestinais, obstru¢do intestinal, isquemia, alteragcdes da
microflora e agressbes diretas a mucosa como radioterapia e quimioterapia;
agressdes a mucosa por alteragdes sistémicas como a hipovolemia, vasoconstricao,
sepse e ainda as alteragbes térmicas (AMBROSE e JOHNSON, 1984,
MOREHOUSE; SPECIAL e STWEART, 1986; DEITCH e BERG, 1987; GATHIRAM e
GAFFIN, 1987; MA et al. 1989; RUSH; REDAN e FLANAGAN, 1989; HAJAR;
REPKA e CANNAN JUNIOR, 2002).

Nestas circunstancias, os germes e as endotoxinas s&o fagocitados por
macréfagos e vao ter aos linfonodos regionais. Uma grande carga de agentes
agressores podera ultrapassa-los e ganhar o ducto toracico e as veias tributarias do
sistema porta; se passarem pelo figado, atingirdo o parénquima pulmonar.

Isso mostra que estudos de translocacao que pretendam utilizar metodologia
mais rigorosa devem incluir, além de amostras de tecido hepatico amostras de
ganglios mesentéricos e sangue.

A translocacao bacteriana € definida como a passagem de bactérias viaveis
ou nao e seus produtos, do trato gastrintestinal para tecidos estéreis, muitos destas,
destruidas pelo sistema de defesa, apds ultrapassarem a barreira mucosa, algumas
vezes nem chegando a ser identificadas laboratorialmente (BERG; GARLINGTON,
1979). As mais comumente isoladas sao E. coli, Klebsiella sp, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus epidermidis, Candida albicans e enterococos (WEST,;
KELLER e HYLAND, 1985). Mais recentemente, HAJAR, REPKA e CANNAN
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JUNIOR em 2002, utilizaram como bactérias indicadoras apenas a Escherichia coli e
0 Enterococcus faecalis.

A obstrucao intestinal € étimo modelo para provar a translocagéo bacteriana,
ja que, nesses casos, € possivel isolar germes nos ganglios mesentéricos, mesmo
sem qualquer contaminagdo primaria da cavidade peritoneal. O mecanismo pelo
qual ocorre esta relacionado a superpopulacdo bacteriana, aumento da
permeabilidade intestinal e ruptura da barreira mucosa (DEITCH et al.1989).

Zeni Neto et al. (1997) estudaram a ocorréncia de translocacéo bacteriana
em ratos submetidos a oclusdo intestinal do ileo terminal e do cdlon descendente,
com e sem isquemia e com isquemia isolada do ileo terminal. Os resultados
permitiram concluir que ocorreu translocacao bacteriana em ratos com oclusdo
intestinal do ileo terminal e do cdlon descendente. Resultados semelhantes a
laparotomia simples, com manipulacdo das alcas intestinais, sendo a presenca de
isquemia do intestino delgado considerado por estes autores, um fator que aumenta
significativamente o indice de translocacdo bacteriana. Tanto as agressdes diretas,
como as indiretas a mucosa intestinal, por si s0, justificam a facilitacdo a passagem
de micro-organismos.

Importante trabalho publicado em 1984 por Alexander mostra, por outro lado,
que, num modelo de grande queimado em animal levado previamente a estado de
desnutricdo grave, a Candida albicans marcada com C14 passa diretamente por
células intactas da mucosa (a microscopia eletrénica), provocando lesdo de
microvilosidades no ponto de penetragdo. Isso ja ocorre 12 horas ap6s queimadura.
As endotoxinas marcadas, por sua vez, preferem a via intercelular. Com relacéo a E.
coli, a translocacdo € bem mais precoce, uma hora ap6s a queimadura. O ileo
terminal e o ceco sdo os locais em que o fendmeno é mais intenso, embora ele
ocorra em todo o intestino, delgado e grosso. Neste mesmo trabalho, fica clara a
relagdo entre a translocacdo e 0 numero de micro-organismos infundidos por
gavagem refletindo a importadncia da superpopulacdo bacteriana patogénica no
processo. Em particular, nos pacientes acometidos de grande reducao do fluxo
sanguineo e desfuncionalizagdo entérica por jejum prolongado, situagdo comum em
UTI, incide rapida atrofia da mucosa intestinal e perda de sua “funcéo de barreira”. A
penetracdo aumentada de germes e de endotoxinas ativa o sistema complemento a
gerar grande numero de produtos de degradacé&o incluindo C3a, C3b, C3c e C3d,

gque s&o imunossupressores e aumentam a suscetibilidade a infeccdo bacteriana.
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Além disso, esses produtos tém efeitos secundarios, de natureza inflamatéria,
capazes de reduzir ainda mais o fluxo esplancnico. Os germes e as endotoxinas
também estimulam os macréfagos a produzir grande quantidade de citocinas
(interleucina 1, interleucina 6, fator de necrose tumoral, fator ativador de plaquetas e
produto ativador do acido araquiddnico — prostaglandinas, leucotrienos, lipoxinas e
tromboxanos), que, em excesso, sdo capazes de produzir insuficiéncia de multiplos
orgaos, sintese de proteinas da fase aguda do soro e liberacdo de
neurotransmissores, que causardo liberacdo de horménios catabolizantes pelo
pancreas e pelas adrenais.

Assim, a translocacéo pode perfeitamente explicar aqueles casos de estado
séptico hipermetabdlico sem foco infeccioso aparente, situagdo relativamente

comum no paciente grave.

2.9 FATOR DE NECROSE TUMORAL ALFA (TNFo)

Na revisdo de Akamine et al. em 2004 afirmam que o lipopolissacarideo
bacteriano ligado aos receptores de membrana dos leucécitos mononucleares
resulta na produgédo de diversas proteinas denominadas, genericamente, citocinas.
As citocinas s&o glicoproteinas secretas por diversas células, sobretudo as
mononucleares, agindo em nivel local e sistémico, controlando diversos processos
de natureza hormonal, imune e inflamatéria. Sao conhecidas atualmente cerca de 22
citocinas estruturalmente identificadas e com atividade bioldgica definida. Assim,
existem 14 interleucinas (IL-1 a IL-14), trés fatores estimuladores de colbnias
celulares (G-CSF/M-CSF e GM-CSF), dois fatores de necrose de tumor (TNF-a e
TNF-B) e trés interferons (IF-a, IF-B e IF-y). As citocinas sdo produzidas na
dependéncia da estimulacdo por algum agente, havendo pouco ou nenhuma
estocagem na maioria das células produtoras. Depois de secretadas, as citocinas
agem intermediadas por receptores de membrana especificos, modulando a
liberacdo e a atividade de outras citocinas, bem como de outras substancia
importantes na resposta inflamatéria. A producdo de citocinas é estimulada por
toxinas bacterianas, complemento, imunocomplexos e por proteinas de superficie
que surgem por dano na integridade do endotélio vascular. O conjunto de dados
disponiveis até agora mostra que trés citocinas s&o primariamente envolvidas na

sepse: fator de necrose tumoral-alfa, interleucina-1 e interferon-gama.
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O fator de necrose tumoral (TNF) € uma das citocinas mais estudadas, em
virtude do seu papel central na cascata de eventos da sepse e do choque séptico.
Os componentes da membrana celular envolvidos com as citocinas s&o constituidos
por polipeptideos glicosilados que tém uma por¢céo externa (receptor) voltada para o
meio exterior e uma por¢ao interna (sinalizador) voltada para o citoplasma. Existem
dois receptores de fator de necrose tumoral, estruturalmente pouco semelhantes,
com pesos moleculares diferentes, de 55e 75 quilodaltons. Os receptores de 55
quilodaltons s&o mais encontrados em células epiteliais e respondem pelos efeitos
de citdlise e citotoxicidade.

Ja, o0s receptores maiores, de 75 quilodaltons, localizam-se
predominantemente em células de origem linféide e produzem proliferacéo celular,
principalmente. Da mesma forma, existem o fator de necrose tumoral-alfa
(caquexina) e o fator de necrose tumoral-beta (linfotoxina) que se ligam
indistintamente a qualquer dos receptores. O fator de necrose tumoral é constituido
pela repeticdo de uma sequéncia de aminoacidos formando um trimero. Cada
mondémero contém um ponto de ligagdo com o receptor, possibilitando um
acoplamento eficaz somente quando trés unidades de um mesmo tipo de receptor
encontram-se unidas a cada uma das unidades do trimero. A por¢do sinalizadora
interna dos receptores de fator de necrose tumoral ndo esta bem documentada.
Existe um agregado de aminoacidos frequentemente encontrado que nao tem ainda
funcdo definida. No endotélio, as proteinas G acoplam-se ao sinalizador interno,
mediando os efeitos do fator de necrose tumoral, fato ndo evidenciado em outros
tecidos. Os processos intracelulares desencadeados por substancias de importancia
biolégica, entre elas, as citocinas, sdo geralmente mediados pela ativagdo de
diversos mecanismos de agressao celular. As acdes intracelulares de fator de
necrose tumoral podem ser antagonizadas pela administracdo de substancias
antioxidantes, inibidores de protedlise e estimuladores de sintese protéica, fazendo
supor um mecanismo multiplo de acgéo dessa citocina (HENDERSON e
WILSON,1995).

Os receptores de fator de necrose tumoral existem em diversos tecidos, e
pequenas quantidades de acido ribonucléico mensageiro (RNAm) codificador sédo
detectadas em diversas células de individuos normais, o que nao significa uma
atividade generalizada e constante da substancia. O TNF produzido € rapidamente

consumido pelos receptores celulares de superficie, ndo atingindo, portanto, a
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circulacdo. Formas especiais de estudos demonstraram que a sintese do fator de
necrose tumoral € mais acentuada no rim, baco, pulm&o, utero, tuba uterina,
pancreas e coracao. Estes 6rgdos sdo os principais alvos de agressdo no choque
séptico; no entanto, certos 6rgdos com o figado e intestino, apesar de alto conteudo
de células potencialmente produtoras, mostram uma baixa capacidade de sintese do
fator de necrose tumoral. A producdo das citocinas € controlada por mais de um
mecanismo. Os genes produtores de citocinas encontram-se inativos com parte do
processo de desenvolvimento e maturagcdo. No citosol de diversas células ha um
fator de transcricdo do DNA chamado NF-«[B, que se encontra normalmente
bloqueado por um fator inibidor denominado Ikf. Diversos processos produzem a
fosforilac&do, liberando o NF-kB para transcricdo do DNA e produzindo RNAm
precursor de citocinas. Além deste mecanismo, a existéncia de caracteristicas
particulares do RNAmM modula a sintese protéica. A presenca de elementos do
RNAm, ricos em unidades UA n&o sujeitos a translagdo, torna a molécula mais
estavel, possibilitando a produgdo de citocinas por mais tempo. Estimulos
inespecificos da sintese protéica podem também incrementar a producdo de
citocinas em até 20 vezes (ULEVITCH; TOBIAS, 1995).

Segundo Silva, Othero e Sogayar (2003) o conceito atual que a mitocondria
desempenha papel importante na fisiologia celular em outros planos que nao
somente aqueles relacionados a fun¢éo dessas organelas como produtoras de ATP.
Por exemplo, durante hipdxia a mitocéndria tende a “perder” parcialmente as formas
reduzidas de oxigénio molecular, bastante conhecidas como radicais livres, e estes
potentes oxidantes podem iniciar a via de transducdo de sinais pro-inflamatérios,
incluindo a ativacao do fator nuclear de transcricdo NF-k[3, importante na regulacéo
da expressao do fator de necrose tumoral.

Apds interacdo da bactéria com a célula do hospedeiro, se inicia uma série
de eventos destinados a debelar o processo infeccioso. Ao se considerar uma
infecg@o por gram negativo, a resposta inflamatoria se inicia apds a interagéo LPS
(endotoxina) com a proteina ligadora do LPS, a LBP (LPS binding protein). Este
complexo liga-se ao receptor de membrana de mondécito/macrofago denominado
CD14. Este receptor CD14 n&o possui por¢ao intracelular, tornando impossivel a
ativacdo celular. Com a descoberta dos receptores Toll-like, pdde-se entender como
o complexo LPS-LBP-CD14 ativa a célula. Este receptor Toll-like ativa uma série de

eventos intracelulares que culmina com a ativacdo do NF-k3 e , por consequéncia,
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ativacéo de genes relacionados a producéo de citocinas. Seguindo este processo de
interacdo entre bactéria e células do hospedeiro ha uma coordenada e sistémica
reacdo inflamatéria envolvendo componentes humorais e celulares. As células
monocitarias desempenham importante papel inicial ao liberar de forma paracrina e
enddécrina muitos mediadores inflamatoérios, especialmente IL-1, IL-6 e TNF e, a
posteriori, IL-12, IL-5 e IL-8. Estes mediadores sao liberados durante os primeiros
(30-90min) minutos apds a exposi¢céo ao LPS e, por sua vez, ativam um segundo
nivel de moléculas, incluindo outras citocinas, mediadores lipidicos, espécies
reativas de oxigénio e moléculas de adeséo que promovem a migracdo de células
inflamatorias (polimorfonucleares) para diversos tecidos (COHEN,2002).

O fator de necrose tumoral associado a interleucina-1 desencadeia toda a
sequéncia de eventos que constituem a sepse. Mudanca de temperatura, variagbes
da resisténcia e permeabilidade vascular, reducdo na contratilidade miocardica,
aumento da atividade da medula éssea e de diversas vias metabdlicas séo
observadas ap6s uma infusdo do fator de necrose tumoral. A interleucina-1, por sua
vez, produz febre, anorexia, sonoléncia, neutrofilia ou neutropenia, aumento dos
fatores estimulantes de coldnias e interleucina-6, aumento das proteinas de fase
aguda, hipotensao arterial, reducédo dos niveis de torxina e catecolaminas, além de
intenso extravasamento de liquido intravascular e depressédo de diversos sistemas
enzimaticos. O fator de necrose tumoral e a interleucina-1 estimulam a sintese e
modulam a express&o de outras citocinas. De particular importéancia a interleucina-8
.em diversos 06rgados, recrutando e ativando leucécitos polimorfonucleares que
causam dano tecidual e provocam disfuncéo organica. Finalmente, devemos lembrar
que algumas das citocinas liberadas pela presenca de endotoxina tém atividade anti-
inflamatoria predominante, diminuindo a sintese de interleucina-1 e do fator de
necrose tumoral (AKAMINE et al., 2004).

As agbes bioldgicas do TNF, do mesmo modo que as do LPS, s&o melhor
entendidas como uma fungdo de quantidade. Quando s&o produzidas pequenas
quantidades, o TNF age localmente como um regulador paracrino € outocrino dos
leucédcitos e células endoteliais. As principais acdes biolégicas do TNF em baixas

concentracbes segundo Abbas, Lichtman e Pober (2000) sao as seguintes:

1- o TNF faz com que as células endoteliais vasculares expressem novos

receptores de superficie (moléculas de adesdo) que fazem com que a
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superficie celular endotelial torne-se aderente a leucdcitos. Esta acéo
contribui para o acumulo de leucdcitos em locais de inflamacéo e
provavelmente s&o os efeitos locais fisiologicamente mais importante do
TNF;

2 - 0 TNF estimula os fagocitos mononucleares e outros tipos celulares a
secretar quimiocinas que contribuem para o recrutamento leucocitario;

3 - o TNF ativa os leucécitos inflamatérios a matar os micrébios. E
especialmente potente para ativar neutrofilos, porem também ativa
eosindfilos e fagdcitos mononucleares;

4 - A producdo crdnica em baixas concentracbes de TNF induz ao
remodelamento tecidual, agindo como um fator deangiogénse € como

um fator de crescimento de fibroblastos;

Estes efeitos do TNF sdo essenciais para as respostas inflamatorias
locais. Se o estimulo para a produgéo do TNF for suficientemente forte, séo
produzidas maiores quantidades de citocinas. O TNF entra na corrente
sanguinea € age como um hormonio endoécrino. As principais acdes sistémicas
do TNF nas respostas fisiologicas do hospedeiro as infegcbes segundo Abbas,

Lichtman e Pober (2000) sao as seguintes:

1 - 0 TNF é um pirogénico enddégeno que atua sobre as células das regides
reguladoras hipotaldmicas do cérebro para induzir a febre, esta acéo é
medida por um aumento da sintese das prostaglandinas;

2 - o TNF atua sobre os fagdcitos mononucleares e talvez sobre as células
endoteliais vasculares para estimular a secrecédo de IL-1 e IL-6;

3 - O TNF atua no hepatdcito, aumentando a sintese de certas proteinas do
soro como a proteina amiléide A. A combinacdo das proteinas
plasmaticas derivadas do hepatécitos, induzidas pelo TNF em conjunto as
induzidas pela IL-1 e IL-6, constituem a resposta de fase aguda aos
estimulos inflamatérios;

4 - o TNF ativa o sistema o sistema de coagulacdo, primariamente por
alteracdo do balango entre atividades pré-coagulantes e anticoagulantes
do endotélio vascular;

5 - o TNF suprime as células indiferenciadas da medula éssea;
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6 - o TNF induz alteracbes metabdlicas de caquexia, como a atrofia de
células musculares e adiposas. A caquexia € devida em grande parte pela
supressao do apetite induzida pelo TNF.

No campo da septicemia produzida por bactérias gram negativas, sao
produzidas quantidades macicas de TNF, a producdo exacerbada de TNF pode
induzir @ morte por colapso circulatério e coagulagao intravascular disseminada. De
acordo com Abbas, Lichtman e Pober (2000) diversas acgbes especificas do TNF
podem contribuir para seus efeitos letais nas concentracbes extremamente

elevadas:

1 - o TNF reduz a perfusdo tecidual por depressdo da contratilidade
miocardica;

2 - 0 TNF reduz ainda mais a pressao arterial por relaxar a musculatura lisa
vascular, e estimula a produgao de vasodilatores, como a protaglandina e
o NO, pelas células endoteliais;

3 - o TNF causa trombose intravascular induzindo uma reducéo na perfusao
tecidual. Isto € devido a uma combinagdo de alteracdes nas células
endoteliais € nos fagdcitos mononucleares, 0 que promove a coagulagao,
e a ativacdo dos neutrofilos para formar agregados que induzem o
tampoanamento vascular feito por estas células. Estas acdes mediados
por TNF respondem por muitos efeitos da LPS observados nas reac¢des
de Shwartzman em coelhos e na coagulacdo intravascular disseminada
em humanos;

4 - o TNF causa desequilibrios metabdlicos severos, como queda da
glicemia até niveis incompativeis com a vida. Isto é devido a
hiperutilizacdo da glicose pelo musculo e falha da reposicdo da glicose

pelo figado.
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3 MATERIAL E METODO
3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Utilizaram-se 60 ratos (Rattus norvegicus albinus, Rodentia mammalia), da
linhagem Wistar, com idades entre 123 a 138 dias e pesos de 256,3 + 8,48 gramas,
provenientes do biotério da Universidade Federal do Parana. Foram mantidos
durante o experimento nas dependéncias da Coordenacé&o de Ensino e Pesquisa do
Hospital e Maternidade Angelina Caron. Foram observadas as seguintes

normatizagdes:

- Principios Eticos na Experimentacdo Animal do Colégio Brasileiro de
Experimentac&o Animal (COBEA)

- Orientacdes sobre Validagbes de Resultados (INMETRO, NIT-DICLA 083)

- Nomenclatura Anatdémica proposta por Walker e Homberger em 1997

- Normas para Apresentacédo de Trabalhos da Universidade Federal do
Parana (2007).

Este projeto foi aprovado em 31 de agosto de 2004 pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Animais do Hospital e Maternidade Angelina Caron, sob o registro n°
08/04 CEPA/HAC (Anexo1). Os animais foram separados em grupos conforme

descrito no Quadro 1:

QUADRO 1 — DEMONSTRATIVO DA ORGANIZAGAO DOS GRUPOS DO ESTUDO

Grupos Subgrupos N
Tratamento com solugao fisiolégica, isquemia 2 horas e reperfuséo por
C-2h 10
72 horas
Controle (C) | C-3h Tratamento com solugao fisiolégica, isquemia 3 horas e reperfuséo por 10
72 horas
C-S Tratamento com solugao fisiolégica, simulacédo da isquemia 10

A-2h | Tratamento com alpurinol, isquemia 2 horas e reperfusdo por 72 horas | 10

Alopurinol (A) |A-3h | Tratamento com alpurinol, isquemia 3 horas e reperfusdo por 72 horas | 10

A-S Tratamento com alpurinol, simulacdo da isquemia 10

FONTE: O Autor (2007)
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3.2 AMBIENTE DE EXPERIMENTACAQ

Apds o recebimento, os animais foram separados em grupos de cinco,
alojados em microambiente constituido por caixas de prolipropileno desinfetadas
com hipoclorito de sddio a 1% contendo sepilho esterilizado. O conjunto caixa e
sepilho eram trocados a cada 48 horas. Como macroambiente foram alojados em
sala especifica para animais de laboratdrio, com temperatura controlada entre 19 a
23°C, sob ciclos de iluminagcdo automaticamente regulados a cada 12 horas, com
exaustdo forcada e receberam racado especifica para a espécie (Nuvilab - Nuvital®) e
agua acidificada a pH 4,0 ad libitum. Durante este periodo foram procedidos exames
parasitologicos de fezes, inspecdo da pelagem para investigacdo de ectoparasitas,

sendo descartados os animais portadores 4.

3.3 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

3.3.1 Anestesia e preparac¢ao pré-cirurgica

Apds o periodo de adaptacdo dos animais foram programadas as cirurgias

considerando-se 0s seguintes aspectos:

- jejum de rac&o por doze horas;

- esterilizagdo de todos 0s materiais cirurgicos € preparacdo das mesas;

- desinfecgao ambiental da sala de cirurgia experimental com hipoclorito de
sodio a 1% e manutengao da temperatura em 25°C+3;

- inspecdo dos animais, pesagem em balanca eletronica (Ohaus®) e
registro dos pesos em protocolo;

- calculo das doses dos anestésicos conforme as seguintes propor¢des de
50mg/kg Cetamina (Ketamin®) associada a 10mg/kg Xilasina (Calmiun®)
que foram administrados por via intramuscular na musculatura da
panturrilha.

- apdbés a inducdo anestésica foram submetidos a tricotomia ampla do
abdémen, fixados em decubito dorsal e submetidos a degermagcdo com
alcool iodado.

- colocacio de campos cirurgicos fenestrados esterilizados.



67

- mensuracio da temperatura retal dos animais com termémetros clinicos.

Apds os procedimentos cirurgicos os ratos eram mantidos por 72 horas no
mesmo ambiente especifico anteriormente descrito, recebendo ragdo especifica para

a espécie (Nuvilab - Nuvital®) e agua ad libitum.
3.3.2 Procedimentos cirurgicos no grupo controle

Os ratos do grupo controle receberam por gavagem com sonda rigida, dose
equivalente ao peso de solucdo fisioldégica, uma hora antes do procedimento
cirurgico. Foi entdo procedida em cada rato uma laparotomia por incisdo mediana
xifopubica com abertura de todos os planos da parede abdominal e exposicdo da
cavidade abdominal. As alcas intestinais foram tracionadas para fora da cavidade
peritoneal e protegidas com gazes esterilizadas umedecidas em solugdo salina
isotdnica esterilizada. Com o auxilio de tesoura dissecou-se o peritdnio parietal
posterior e separou-se a veia cava da aorta infra-renal. Tais procedimentos podem

ser visualizados na Figura 2,

FIGURA 2 - DEMONSTRAGAO DO ATO CIRURGICO : NOS DETALHES (A) LAPAROTOMIA POR
INCISAO MEDIANA XIFOPUBICA, (B) ABERTURA DE TODOS OS PLANOS DA
PAREDE ABDOMINAL E EXPOSICAO DA CAVIDADE ABDOMINAL, (C) DISSECCAO
DO PERITONIO PARIETAL, (D) “MICRO-CLAMP”, (E) CLAMPEAMENTO AORTICO

I
0 o 2

FONTE: O autor (2007)
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Conforme o0s subgrupos planejados (Tabela1l), foram procedidos o
clampeamentos aorticos por duas horas (subgrupo C-2h) e trés horas (subgrupo C-
3h) respectivamente. Durante estes periodos de isquemia foram tomadas as

seguintes precaucdes:

- recolhimento das algas intestinais para a cavidade abdominal;

- aproximacao das bordas das feridas cirdrgicas com trés pontos de Vicryl®
000 (Johnson & Johnson) para evitar perda de liquido por evaporagéo;

- inoculagcdo subcutdnea na regido dorsal de solugéo isoténica na dose de
3ml/kg/hora para manter a hidratacéo;

- mensuracao da temperatura retal e aquecimento dos animais sob
lampadas incandescentes;

- manutencdo do plano anestésico quando necessario, com 25mg/kg
Cetamina (Ketamin®) associada a 5mg/kg Xilasina (Calmiun®) que foram

administrados por via intramuscular na musculatura da panturrilha.

Apds os periodos de isquemia eram retirados os clampes e era procedido 0
fechamento da ferida cirdrgica por sutura continua em dois planos com Vicryl® 000
(Johnson & Johnson).

No grupo C-S ndo foi procedida a isquemia, sendo somente feita a
disseccdo da veia cava da aorta infra-renal, manutencdo por trés horas e
fechamento da ferida cirurgica como anteriormente descrito.

Todos os ratos eram remetidos ao biotério e mantidos por 72 horas

recebendo racgéo especifica para a espécie (Nuvilab - Nuvital®) e agua ad libitum.

3.3.3 Procedimentos cirurgicos no grupo alopurinol

Os ratos do grupo alopurinol receberam por gavagem com sonda rigida, dose

de 100mg/kg de alopurinol uma hora antes do procedimento cirurgico (Figura 3).
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FIGURA 3 — INOCULAGAO POR VIA ORAL. EM DETALHE A SOLUGCAO DE ALOPURINOL E A
SONDA RIGIDA UTILIZADA PARA INOCULAGAO ORAL (A) E A INOCULAGAO
ORAL DA SOLUCAO (B)

FONTE: O autor (2007)

Esta solugéo foi preparada a partir de compridos do medicamento Zyloric®
(Glaxo Wellcome) macerados e o pd obtido foi pesado em balanga analitica de

precisdo (Mettler®) e solubilizado em solucéo fisiolégica (Figura 4) e administrada

para cada rato conforme o peso.

FIGURA 4 - MACERAGCAO DOS COMPRIMIDOS DE,ZYLORIC®, NO DETALHE (A) COMPRIMIDOS,
GRAL E PISTILO, (B) PO OBTIDO APOS A MACERACAO DOS COMPRIMIDOS

FONTE: O autor (2007)

Todos os procedimentos cirurgicos e as precaugdes tomadas foram
similares aqueles do grupo controle, sendo que no grupo A-S né&o foi procedida a
isquemia, sendo somente feita a disseccdo da veia cava da aorta infra-renal,
manutencgao por 3 horas nas mesmas condi¢bes dos demais subgrupos e a seguir 0

fechamento da ferida cirdrgica também foi feito como anteriormente descrito. Todos
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0s ratos eram remetidos ao biotério € mantidos por 72 horas recebendo racéo

especifica para a espécie (Nuvilab - Nuvital®) e agua ad fibitum.

3.4. COLETA DE AMOSTRAS

Apds as 72 horas dos procedimentos cirurgicos, todos os ratos foram
anestesiados com 50mg/kg Cetamina (Ketamin®) associada a 10mg/kg Xilasina

(Calmiun®) foram feitos os seguintes procedimentos.

3.4.1 Coleta de sangue (Figura 5)

- degermar a pele da regido toracica com alcool iodado;

- funcionar o térax do animal na posicdo em que se perceba o0s
batimentos cardiac4os;

- aspirar sangue com seringas de 20ml e agulhas heparinizadas,
estéreis e apirogénicas até o volume para inducdo de parada cardio-
respiratoria;

- imediatamente substituiam-se as agulhas e o sangue era distribuido
em frascos com meio de cultura (figura 4);

- para as hemoculturas eram inicialmente descontaminadas as tampas
dos frascos de com alcool-iodado e semeadas em duplicatas de
aliquotas de 0,5ml de sangue;

- o volume restante de sangue era transferido para tubos de ensaio
esterilizados e despirogenados e centrifugados imediatamente a
1.000 rpm por 5 minutos;

- a seguir era separado o plasma e transferidos para trés frascos de
vidro (1ml em cada) identificados, esterilizados e despirogenados e

conservados a —70°C até a oportunidade do processamento.
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FIGURA 5 — COLETA DE SANGUE POR PUNGAO INTRACARDIACA (A) E SEMEADURA EM MEIO
DE CULTURA (B,C)

FONTE — O autor (2007)

3.4.2 Coleta de visceras

Apds a coleta de sangue, com 0s ratos mortos por exanguinagao, foram

executados os procedimentos descritos a seguir.

3.4.2.1 Coleta de amostras para avaliacéo da translocac¢éo bacteriana (Figura 6),

com o0s seguintes procedimentos:

— degermar a pele das regidées abdominal e toraxica com alcool-iodado;

— proceder a abertura ampla da pele, em forma de cunha, retirando
totalmente o retalho da pele, verificando a assepsia deste procedimento;

— degermar o tecido subcutaneo exposto com alcool-iodado;

— com auxilio de pinga e tesoura esterilizadas abrir igualmente toda a
musculatura abdominal e retirar o retalho muscular correspondente;

— proceder inventario da cavidade, assinalando o0s seguintes achados
macroscopicos: liquido livre em cavidade peritoneal, aderéncias do
intestino delgado sobre a regido isquemiada, presenca de areas
intestinais enegrecidas;

— com novos jogos de pingas e tesouras esterilizadas, coletar: rins, baco,
linfonodos mesentéricos (LNM), figado e segmento intestinal, sempre

nesta ordem;
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— acondicionar cada uma das amostras coletadas individualmente em
envelopes de papel aluminio esterilizados e o0 conjunto de amostras
coletadas em saco plastico também esterilizado e identificado;

— remeter as carcagas para sacos plasticos apropriados e segrega-los
conforme as normas de Biosseguranca em freezer até a oportunidade de

envio para a coleta de lixo hospitalar.

FIGURA 6 — COLETA DE VISCERAS: (A) ABERTURA DO ABDOMEM, (B) LOCALIZACAO DAS
VISCERAS, (C) RETIRADA E ACONDICIONAMENTO DAS VISCERAS (D)
IDENTIFICACAO DE CADA VISCERA

FONTE: O Autor (2007)

3.4.2.2 Coleta de amostras para dosagens de TBARS

Apds a coleta de amostras para avaliacdo da translocacido bacteriana,
procedia-se a ressec¢do de no minimo 3 cm de cada um dos segmentos intestinais

do reto, cblon e ceco (Figura 7).
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FIGURA 7 — COLETA DE SEGMENTOS INTESTINAIS PARA A DOSAGEM DE TBARS

f‘ ’ " l.l‘jl' h J M AL r ='xl“
‘g'l“ia.‘! f!',;-‘iflfy"
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FONTE: O Autor (2007)

A seguir as amostras foram lavadas em solugdo salina isoténica para
retirada de residuos fecais, pesadas e homogeneizadas em solugédo aquosa de KCI
1,15% com gral e pistilo sobre tela de gramatura de 20 micra, na propor¢éo de 1g de
tecido para 9 ml de KCI e a seguir, o macerado de intestinos era centrifugado por 10
minutos & 1000xg em centrifuga refrigerada (SORVAL®), era separado o

sobrenadante e descartado o sedimento.
3.5 AFERICOES
3.5.1 Dosagem de substancias redutoras do acido tiobarbiturico (TBARS)

Teve por objetivo quantificar a ocorréncia de lipoperoxidagdo ou peroxidacéo
lipidica, secundaria ao processo de isquemia e reperfusdo, induzidas em fragmentos
intestinais que é indicada pela formacao de radicais livres, os quais reagem com 0
acido tiobarbiturico (TBARS), conforme a metodologia proposta por BUEGE e AUST
(1978).

As amostras do macerado de intestinos foram previamente submetidas a

dosagem de proteinas totais pelo método colorimétrico com azul de Comassie. Este
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procedimento foi utilizado para referir os resultados das dosagens de substancias
redutoras do acido tiobarbiturico em mmoles /mg de proteina tecidual.

Para serem considerados validos os resultados desta dosagem, foram feitas
em triplicatas em dias diferentes e os resultados comparados estatisticamente pelo
método de ANOVA para a verificagdo das diferencas. Apds a avaliacéo estatistica
que teve como critério de aceitagdo dos resultados a auséncia de diferencas entra
as dosagens (p<0,05) foram obtidas as médias e desvios padrdes representativos de

cada subgrupo do estudo.
3.5.2 Dosagem de proteinas

Este método fundamenta-se na ligacdo do corante azul de Comassie
(Comassie Brilliant Blue G-250 - SIGMA®), com moléculas de proteinas, formando

um complexo de cor azul proporcional ao conteudo de proteinas na amostra.

3.5.1.1 Materiais

—  Tubos de ensaio de polipropileno com tampas de rosca (FALCON®);

— Solugdo padrdo de proteina (albumina bovina fracdo V SIGMA®) a
10mg/dl em solucao tampao fosfatos pH 7,4);

— Micropipetas automaticas e ponteiras (GILSON®) de 100 a 1000 ul;

— Sobrenadante do macerado de tecido intestinal;

— Reagente de cor (solugéo alcodlica de Coomassie a 1%).

3.5.1.2 Procedimentos

— Colocar 2ml do reagente de cor em todos os tubos identificados como (P:
Padrédo, B: Branco e T: Testes);

— Colocar 200 pl do padr&o no tubo P, homogeneizar;

— Colocar 100 pl de cada macerado de intestinos em cada tubo T
identificado conforme a amostra e homogeneizar;

— Ler no espectrofotdbmetro a 610nm, lampada de Tungsténio (W) e

sensibilidade 1;



75

— Colocar o branco na primeira célula passar o botdo para A; e regular a
ABS para zero. As leituras de absorbancias do extrato devem ser
multiplicadas por 2;

— Interpolar as leituras na curva de regresséo linear (Curva de Calibracéo ,
conforme ilustra o Grafico 1);

— Dividir a leitura do extrato pela leitura do padrédo, dividir o resultado por

100 (pois 0 padrao encontra-se em dl), expressar o resultado em mg/100

M.

GRAFICO 1- REPRESENTACAO GRAFICA DA CALIBRACAO DO PADRAO DE ALBUMINA

12 4

10 4

Concentragéo 8 1
de Albumina

(mg)

Absorbéncia a 610nm

FONTE: O Autor (2007)

3.5.3 Dosagem de TBARS

Seguiu-se a metodologia proposta por Buege e Aust (1978), segundo a qual
a lipoperoxidacdo ou peroxidacdo lipidica em fragmentos intestinais € indicada pela
formacéo de radicais livres, que reagem com o acido tiobarbiturico (TBARS), sendo
seu valor expressado em nanomoles por miligrama de proteina no tecido avaliado
(nmol/mg de proteina). Estas dosagens foram feitas em triplicatas, em dias
diferentes e apds a validacdo dos resultados (item 3.6.1) os valores finais foram

calculados pelas médias das trés dosagens.

3.5.2.1 Materiais

—  Solugdo de Cloreto de Potassio (REAGEN®) a 1,15%:
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—  Solugdo de Acido Tiobarbitdrico (SIGMA®) a 0,6%;
—  Solugdo de Acido Fosférico (REAGEN®) a 1%;
—  N-butanol (REAGEN®).

3.5.2.2 Procedimentos

— Incubar 0,5 ml do sobrenadante do macerado intestinal com 1ml de acido
tiobarbiturico e 3 ml de acido fosférico a 100°C durante 45 minutos;

— Adicionar 4 ml de N-butanol e agitar por 2 minutos em agitador
automatico;

— Centrifugar por 10 minutos a 3.000 rpm;

— Ler aformacgao de um pigmento rosa em espectrofotdmetro a 535 nm;

— A concentracdo TBARS foi calculada através do coeficiente de extingéo

molar de 1,56 x 10° M cm™.

3.6 AVALIACAO DA TRANSLOCACAO BACTERIANA

Esta avaliacdo tem como principio o isolamento das bactérias entéricas
Escherichia coli e Enterococcus faecalis em amostras de sangue e macerados de

visceras e linfonodos abdominais.

3.6.1 Validac&o dos resultados

Para serem considerados validos os resultados desta avaliac&o, foram feitas
em duplicatas simultaneamente e os resultados dos isolamentos das bactérias
entéricas Escherichia coli e Enterococcus faecalis nas amostras deveriam ser
semelhantes. Também se utilizou como critério de validacdo o isolamento destas
bactérias nas amostras de intestinos, como indicadores da pré-existéncia destas

bactérias na flora entérica dos ratos.
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3.6.2 Hemoculturas

Semear em duplicata para cada amostra 1ml de sangue em meio de cultura
(Caldo Infusdo de Cérebro e Coracéo — Newprov®) e incubar a 37° por sete dias. Os
frascos que apresentassem turvacdo ou sinais de crescimento bacteriano eram
selecionados e submetidos a pesquisa de Escherichia coli e Enterococcus faecalis,

conforme descrito nos itens 3.6.4 e 3.6.5.
3.6.3 Preparacao das amostras (Figura 8)
As amostras foram preparadas conforme a metodologia a seguir:

— triturar de cada 6rgéo separadamente, sobre tela de nylon esterilizada
com 20 de porosidade;

— diluicdo do macerado em 5ml de agua peptonada a 2%;

- semear em duplicatas 0,5m| deste macerado em meios de cultura para a

pesquisa de Escherichia coli e Enterococcus faecalis.

FIGURA 8 - PROCESSAMENTO DE VISCERAS : (A) MATERIAIS A SEREM UTILIZADOS DENTRO
DA CABINE DE FLUXO LAMINAR, (B) GRAL, SOLUCAO AQUOSA DE PEPTONA A
2% E MEIO DE CULTURA, (C) MACERACAO DA VISCERA (D) IDENTIFICACAO DE
CADA VISCERA

FONTE: O Autor (2007)
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3.6.4 Pesquisa de Escherichia coli (Figura 9)

Foi empregado o caldo lactosado com indicador de pH - vermelho de metila,
sendo semeados 1ml do macerado de cada viscera em cada um dos dois tubos com
10ml de meio.

Apds incubagéo por 24 horas a 37°C e viragem de pH, eram selecionadas as
amostras que ndo demonstraram crescimento nas primeiras 24 horas e foram
incubadas até o sétimo dia para comprovacdo da negatividade. As amostras
positivas foram semeadas em agar Mac Conkey (Difco®) para selecdo de coldnias
lactose-positivas que eram evidenciadas pela coloragdes avermelhadas, tipicas de
Escherichia coli neste meio de cultivo apds 24 horas de incubacgéo a 37°C.

Ao término deste periodo, as colbnias tipicas foram submetidas a
identificacdo bioquimica, através do kit para Enterobactérias (Newprov®) com cinco
diferentes tubos, onde foi possivel obter a leitura de dez provas bioquimicas,
(fermentacdes de rhamnose e da glicose, I-triptofano-desaminase, gas sulfidrico,
indol, mobilidade, ornitina, lisina, citrato e uréia) sendo assim caracterizadas as

©3  As amostras de

amostras de Escherichia coli, conforme descrito por Isemberg
sangue foram submetidas a esta triagem somente apds demonstrarem crescimento
no meio de triagem.

FIGURA 9 — ESQUEMA ILUSTRATIVO DA METODOLOGIA DE ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO
DE Escherichia coli

| Pesquisa de Escherichia coli |

Caldo Lactosado Positivo

Repiques para Agar Mac Conkey

Incubagdo por 24 horas a 37°C

Selegédo das colénias tipicas de
Escherichia coli

Repique para provas bioquimicas
confirmatérias (24 horas a 37°C)

FONTE: O Autor (2007).
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3.6.5 Pesquisa de Enterococcus faecalis (Figura 10)

Utilizou-se o Kenner Fecal Streptococcus agar (Difco®) suplementado com
cloreto de trifeniltetrazolium (Merck® artigo 12.340) sendo semeados 1ml do
macerado de cada viscera em cada um dos dois tubos com 10ml de meio e
submetidas a 24 horas de incubagéo a 37°C. As amostras que ndo demonstraram
crescimento nas primeiras 24 horas foram incubadas até o sétimo dia para
comprovacéo da negatividade. As culturas positivas em Kenner Fecal Streptococcus
foram repicadas para agar sangue e novamente submetidas a 24 horas de
incubagéo a 37°C.

Ao término das incubagdes em agar sangue, as coldnias foram selecionadas
e emulsificadas em solucdo salina isotdnica e procedidas as provas da catalase e
hidrélise da esculina, sendo assim caracterizadas as amostras de Enterococcus

faecalis, conforme descrito por Isemberg®?.

As amostras de sangue foram
submetidas a esta triagem somente apds demonstrarem crescimento no meio de
triagem.

FIGURA 10 - ESQUEMA ILUSTRATIVO DA METODOLOGIA DE ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO
DE Enferococcus faecalis

| Pesquisa de Enterococcus faecalis |

Caldo Kenner Fecal Streptococcus Positivo

Repique para agar sangue

Incubagio por 24 horas a 37°C

Selegao das coldnias |

Repique para provas bioquimicas
confirmatérias (24 horas a 37°C)

Catalase (-) Bile-esculina (+) |

FONTE: O Autor (2007).
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3.7 DOSAGEM DE ENDOTOXINAS EM AMOSTRAS DE PLASMA

Para a dosagem de endotoxinas, foi empregado o meétodo do Lymulus
Amebocyte Lisate (ENDOSAFE® 1073), descrito por BERTOK (1997), que tem por
principio a capacidade dos amebdcitos extraidos do crustaceo Limulus polyphemus
gelificarem-se na presenca de endotoxinas (LPS). Esta gelificacédo € consequéncia
da ativacdo da enzima zimogénica serin-protease, em presenca de cations

divalentes que produzem o coagulogénio do Limulus.
3.7.1 Materiais

— Reagente LAL (Lisado de Amebdcitos de Limulus sp.);
— Endotoxina padréo de Escherichia coli (50UE/ml);

— Agua apirogénica;

— Tubos de vidro despirogenizados tipo “hemdlise’”;

— Frascos de 20ml despirogenizados;

— Pipetas de vidro 2,0; 5,0 e 10ml;

— Agitador de tubos;

— Banho-Maria regulado a 37°C;

— Pipetas automaticas Gilson®com ponteiras apirogénicas.
3.7.2 Procedimentos

3.7.2.1 Preparacéo de materiais despirogenizados

As pipetas e os frascos de vidro foram embalados com papel aluminio e

colocados em forno Pasteur a temperatura de 180°C por 3 horas.

3.7.2.2 Preparacéo do reagente LAL

— O lisado foi reconstituido com agua apirogénica no volume indicado pelo
fabricante do reagente;

— Homogeneizou-se evitando a formacdo de espuma. Aliquotou-se, ©
lisado, com pipeta automatica: 0,11ml do reagente LAL em tubos de

hemolise. Os tubos foram conservados em freezer a -20°C.
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3.7.2.3 Preparacéo da endotoxina padrao

O liofilizado de endotoxina padréo foi reconstituido com agua e materiais
despirogenizados, conforme as orientagcdes do fabricante. A solucéo
padréo de endotoxina continha SOUE/mI, foi feita uma dilui¢&o inicial a 10
! para conter SUE/mI, denominada diluicdo de uso:

Foi preparada uma série de 10 tubos de ensaio despirogenizados nos
quais foram distribuidos com pipeta automatica, volumes de agua
apirogénica conforme descricdo da Tabela 1;

A seguir foram transferidos volumes de padrao de endotoxina padrao
conforme descrito na Tabela 1. A cada diluicdo realizada, o tubo foi
agitado em vortex;

Foram adicionados aos tubos 0,1ml do reagente LAL e incubou-se por
uma hora em “banho-Maria” 37°C;

A leitura foi realizada com a inversédo dos tubos a 180°C. O resultado
positivo foi indicado pela formagcao de gel que nao se desprendia do

fundo do tubo.

TABELA 1 - DILUICOES DA ENDOTOXINA PADRAO

Tubo Api'roc\)%l:;ica Volume a ser transferido (ml) | Diluicédo Unldad(zSIEE/rrfI;)tOX|cas Resultado
1 Tmi 1ml da diluicdo de uso (S5UE) 1/2 2,5 Positivo

2 0,5ml 0,5ml do tubo 1 1/4 1,25 Positivo

3 0,5ml 0,5ml do tubo 2 1/8 0,625

4 0,5ml 0,5ml do tubo 3 1/16 0,3125 Positivo

5 0,5ml 0,5ml do tubo 4 1/32 0,15625 Positivo

6 0,5ml 0,5ml do tubo 5 1/64 0,078125 Positivo

7 0,5ml 0,5ml do tubo 6 1/128 0,0390625 Positivo

8 0,5ml 0,5ml do tubo 7 1/256 0,01953125 Positivo
9 0,5ml 0,5ml do tubo 8 1/512 0,00976562 Negativo
10 0,5ml 0,5ml do tubo 9 1/1024 0,00488281 Negativo

FONTE: O Autor (2007).

A sensibilidade do reagente LAL, foi definida como a ultima diluicdo com

reacdo de gelificacdo positiva = 0,01953125UE/ml, correspondente ao tubo 8.
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3.7.2.4 Analise qualitativa de endotoxina nas amostras de plasma de ratos

- Distribuiu-se 0,1ml| da amostra em tubo contendo o reagente LAL.
Realizou-se a prova com controle positivo (endotoxina padréao 5 UE/mI)
e controle negativo (agua apirogénica);

- Foi incubado a 37°C por 1 hora e apos realizou-se a leitura. Se a
amostra produzisse reagdo de gelificacdo, procedia-se a analise

quantitativa, conforme descrito abaixo.

3.7.2.5 Analise quantitativa de endotoxina nas amostras de plasma de ratos

- Realizaram-se diluicbes seriadas do plasma, com fator 2 de diluicao
1:2,1:4,1:8, 1:16 € 1/32, em agua apirogénica;

- Distribuiu-se 0,1ml de cada diluicdo em tubos contendo 0O,1ml do
reagente LAL e incubou-se a 37°C por uma hora e realizou-se a leitura;

— Se a amostra produzir reacdo de gelificacdo, proceder ao calculo de
teor de endotoxina em unidades endotdxicas por mililitro de plasma,
multiplicando a sensibilidade do reagente LAL (0,01953125UE) pela

ultima diluicdo que produziu reacdo de gelificacao.

3.8 DOSAGEM IMUNOENZIMATICA DOS NIiVEIS PLASMATICOS DO FATOR DE
NECROSE TUMORAL ALFA (TNFa)

Esta dosagem emprega a técnica imunoenzimatica quantitativa, conforme
proposicdo de SPRONG et al. (1986), na qual um anticorpo monoclonal especifico
anti-TNFa é fixado em placa de Terazaki para posterior captura do antigeno TNFa.
Foi empregado o conjunto de reativos BIOTRA Tumor Necrosis Factor ELISA
System (Amersham Pharmacia code RPN 2718°).

As amostras de plasma eram distribuidas em cada um dos orificios da placa,
em volumes de 50 ul, a seguir eram incubadas e submetidas a revelagdo com
anticorpos monoclonais anti-TNFa conjugados com peroxidase, 0os quais reagindo
com perdxido de hidrogénio, desenvolvem cor mensuravel em espectrofotdmetro a
450nm de comprimento de onda. O desenvolvimento da cor indica a presenca do

TNFo na amostra, que sera diretamente proporcional a leitura espectrofotométrica.
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3.8.1 Validac&o dos resultados

Para serem considerados validos os resultados desta dosagem, foram feitas

em triplicatas em dias diferentes e os resultados comparados estatisticamente pelo

método de ANOVA para a verificagdo das diferencas. ApoOs a avaliagéo estatistica

que teve como critério de aceitacdo dos resultados a auséncia de diferencas entra

as dosagens (p<0,05) foram obtidas as médias e desvios padrbes representativos de

cada subgrupo do estudo.

3.8.2 Materiais

Placa de Terazaki sensibilizada com anticorpos monoclonais anti- TNFa.
de rato;

Padrao de TNFo de rato;

Anticorpos monoclonais anti- TNFa de rato, conjugado a peroxidase;
Peréxido de hidrogénio a 30%;

Solugéo de acido sulfurico 10N;

Solugéo tampéo fosfatos pH 7,5;

Solugéo tampéo citrato pH 5,0;

Espetrofotdbmetro para leitura de testes imunoenzimaticos;

Ortofenilenodiamino.

3.8.3 Procedimentos

Distribuir 50ul da amostra em cada orificio da placa de Terazaki;
Distribuir 50pl de cada diluicdo do TNFo padréo que contenham:
43pg/ml, 86pg/ml, 172pg/ml, 344pg/ml, 697pg/ml, 1.375pg/ml e
2.000pg/ml (Tabela 2);

Incubar por 2 horas a temperatura ambiente;

Esvaziar o conteudo da placa por inversdo e lavar trés vezes com
tampé&o fosfatos pH7,5;

Distribuir 100ul do conjugado diluido a 1/3.000 (anticorpo monoclonal

anti-TNFa conjugado a peroxidase), em cada um dos orificios;
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Incubar 1 hora a temperatura ambiente;

Esvaziar o conteudo da placa por inversdo e lavar trés vezes com
tampé&o fosfatos pH7,5;

Distribuir 20 pl de peréxido de hidrogénio a 30%, em cada um dos
orificios;

Distribuir 10 ul de Ortofenilienodiamino (50mg em 25ml de tampé&o citrato
pHS5,0) e incubar por 15 minutos;

Adicionar em cada orificio 10ul de acido sulfurico 10N;

Ler a absorbancia do conteudo de cada orificio em espectrofotdmetro a
450nm e calcular o coeficiente de correlacdo entre a concentracdo do
padréo de TNF e as absrobancias lidas (Tabela 2);

Interpolar as leituras dos padrées de TNFo de rato as leituras das
amostras;

Calcular por regressédo linear a quantidade de TNFo presente nas

amostras em picogramas/ml (Grafico 2).

PREPARAQAO DAS DILUIGOES DO PADRAO DE TNFa PARA CALIBRAGAO
DO METODO

Concentracéo do Padrédo de TNFa (pg/mi Tubo Densﬂgc(i)e Cliga
nm
43 1 0,149
86 2 0,199
172 3 0,277
344 4 0,466
698 5 0,841
1.375 6 1,598
2.000 7 2,203

Coeficiente de correlacdo = 0,9873

FONTE: O Autor (2007)

GRAFICO 2 - REPRESENTACAO GRAFICA DA CALIBRACAO DO PADRAO DE TNFa
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Concentra¢do do padrido de TNF (pg/ml)

FONTE: O Autor (2007).
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3.9 AVALIACOES ESTATISTICAS

Os resultados dos grupos foram expressos sob a forma de média e desvio-
padréo, obtidos entre as triplicatas nas dosagens de dosagens de substancias
redutoras do acido tiobarbiturico (TBARS), fator de necrose tumoral alfa e pesquisas
de bactérias indicadoras de translocacéo bacteriana.

Previamente aos calculos destas médias, os resultados foram comparados
estatisticamente pelo método de ANOVA para medidas repetidas, com o intuito de
verificar se havia diferenca entre as determinac¢fes das triplicatas (p<0,05) de uma
mesma amostra, em ndo havendo diferenca (p>0,05) é que eram calculadas as
meédia e desvios-padréo.

Para as dosagens de endotoxinas estes resultados foram obtidos entre as
duplicatas destas dosagens. Este processo foi denominado de validagdo dos

resultados, conforme orientacéo do INMETRO, através da norma NIT-DICLA 083.

3.9.1 Comparagbes entre 0s grupos

Aplicou-se a analise de variancia ANOVA e para comparagdes pareadas
entre grupos o teste de Tukey a fim de verificar quais grupos diferiam entre si. O
teste de Tukey sendo um teste de comparacdes multiplas, associado a analise de
variancia, permitiu a determinagdo do valor da diferenca minima entre as variaveis,
que era estatisticamente significativa para o nivel adotado de 5%. O programa
utilizado foi GraphPad Instat Demo (DATASET1.ISD).
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4 RESULTADOS

4.1 DOSAGENS DE SUBSTANCIAS REDUTORAS DO ACIDO TIOBARBITURICO
(TBARS)

4.1.1 Validag&o dos resultados das dosagens de TBARS

A auséncia de diferencas entre os resultados das triplicatas (A, B e C) das
dosagens de TBARS nas amostras visualizadas na Tabela 3 conforme especificagao
constante no Anexo 2 e Anexo 3, permitiu valida-los e adotar a média e desvio-
padrdo de todas as dosagens como representacdo de cada subgrupo para esta

afericao.

TABELA 3 - DEMONSTRATIVO DAS MEDIAS E DESVIOS-PADROES DAS DOSAGENS DE
TBARS (nmol/mg de proteina) EM AMOSTRAS DE INTESTINO DE RATOS

Gripos & SubETinos Controle Alopurinol

c2h | c3n | Cs A2h | A3 | AS
Média 0,720 0,836 0,377 0,373 0,391 0,378
Desvio-padréo 0,070 0,059 0,055 0,038 0,045 0,045

FONTE: O Autor (2007).

Conforme demonstrado no Grafico 3, entre os ratos do grupo controle,
submetidos a duas horas de isquemia a média obtida foi de 0,720+0,070, no
subgrupo submetido a trés horas de isquemia foi 0,836+0,053 e no subgrupo
controle-simulacéo foi 0,377+0.055. Os resultados obtidos no grupo alopurinol, em
seus subgrupos submetidos a duas e trés horas de isquemia e simulacdo foram
respectivamente, 0,373+0,038, 0,391+0,045 e 0,378+0,045.

GRAFICO 3 - REPRESENTAGAO GRAFICA DAS MEDIAS E DESVIOS-PADROES OBTIDOS NAS
DOSAGENS DE TBAR (nmol/mg de proteina) EM CADA SUB-GRUPO DO ESTUDO

1,0 -
0,9 - 0,836
0,8 - o,'zl:zo I
0,7 - 1
0,6 -
0,5 1 0 3177 0,373 0,391 0,378
0,4 - ’l ir I ’I
0,3 -
0,2 -
0.1 -
0,0 ; . ; ; .
C-2h c-3h c-s A-2h A-3h A-S

FONTE: O Autor (2007).
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4.1.2 Comparagdes entre as médias e desvios padrées das dosagens de TBARS

(Mmoles/mg de proteinas) nos subgrupos

Uma vez que as amostras estavam validadas foram realizadas comparacdes
entre as médias das dosagens de TBARS (TABELA 4), em amostras de intestinos
de ratos, dos subgrupos do estudo. Estas comparacdes analisadas estatisticamente
pelo método de ANOVA estdo demonstradas nos Anexos 9 e 10,

TABELA 4 — AVALIACAO ESTATISTICA PELO METODO DE ANOVA NAS MEDIAS DAS

DOSAGENS DE TBARS, EM AMOSTRAS DE INTESTINO DE RATOS, NOS SUB-
GRUPOS DO ESTUDO

Comparaces Subgrupos p
Entre os subgrupos controle-simulacdo Controle (C-S) X Alopurinol (A-S) =>0,05
Controle (C-S) —x—=2 <0,001
Entre simulac&o e os subgrupos isquemia de X C-3h <0,001
cada grupo Alopurinol (A-S) § ﬁ:g: :8’82
C-2h X C-3h <0,001
; ; A-2h X A3h >0,05
Entre os subgrupo isquemia Coh X Aznh <0001
C-3h X A-3h <0,001

FONTE:O Autor (2007).

Quando foram comparadas médias entre os subgrupos controle-simulagéo e
o aluporinol-simulac&o n&o houve significancia estatistica (p>0,05) .

Na avaliacado entre os grupos, quando foram comparados 0s subgrupos
entre si, observou-se significancia estatistica (p<0,001) entre C-S x C-2h, entre C-S
x C-3h, entre C-2 x C-3h, entre C-2h x A-2h, entre C-3 x A-3h e ndo houve diferenca
estatistica (p>0,05) entre C-S x A-S, entre A-S x A-2h entre A-S x A-3n e entre A-2h
x A-3h.

4.2 DOSAGENS DE ENDOTOXINAS

4.2.1 Validacao das dosagens de endotoxinas

N&o foram detectados endotoxinas nos subgrupos C-S e A-S , ja nos
subgrupos C-2h e C-3h as médias foram respectivamente de 0,0429+0,062 UE/ml e
0,1092+0,0513 UE/ml e nos subgrupos A-2h e A-3h as médias encontradas foram
de 0,0117+£0,0188 UE/ml e 0,0195+0,0275 UE/ml, conforme demonstrado nas

Tabelas 5 e 6 e representadas no Gréfico 4.
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ENDOTOXINAS
Controles Alopurinol
Ratos C-2h C-3h C-8 A-2h A-3h A-S
A | B A | B A | B A | B A | B A | B
1 0,039 0,039 0,156 0,156 ND* ND 0,039 0,039 ND ND ND ND
2 ND ND 0,039 0,039 ND ND ND ND 0,039 0,039 ND ND
3 ND ND 0,156 0,156 ND ND ND ND 0,078 0,078 ND ND
4 0,039 0,039 0,156 0,156 ND ND ND ND 0,039 0,039 ND ND
5 0,039 0,039 0,039 0,039 ND ND 0,039 0,039 ND ND ND ND
6 ND ND 0,156 0,156 ND ND 0,039 0,039 ND ND ND ND
7 0,156 0,156 0,156 0,156 ND ND ND ND ND ND ND ND
8 0,156 0,156 0,078 0,078 ND ND ND ND ND ND ND ND
9 ND ND 0,078 0,078 ND ND ND ND 0,039 0,039 ND ND
10 ND ND 0,078 0,078 ND ND ND ND ND ND ND ND
Média 0,0429 0,1092 x 0,0117 0,0195 x
Desiit Naq se Naq se
5 0,0622 0,0513 aplica 0,0188 0,0275 aplica
padréo

FONTE: O Autor (2007).
* ND = ndo detectavel

TABELA 6 —- DEMONSTRATIVO DAS MEDIAS E DESVIOS-PADROES DAS DOSAGENS DE
DOSAGENS DE ENDOTOXINAS

GrUbos € SUbArUDos Controle Alopurinol
P AP Czh | C3h | Cs A2h | A3h | AS
Média 0,0429 0,1092 N . 0,0117 0,0195 N .
. n N&o se aplica N&o se aplica
Desvio-padrao 0,06 0,05 0,02 0,03

FONTE: O autor (2007)

GRAFICO 4 —- REPRESENTAGAO GRAFICA DAS MEDIAS E DESVIOS-PADROES OBTIDOS NAS
DOSAGENS DE ENDOTOXINAS EM CADA SUB-GRUPO DO ESTUDO
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FONTE: O Autor (2007).

4.2.2 Comparagao entre as médias dos subgrupos

Na avaliacdo entre as médias das dosagens de endotoxina dos subgrupos,

quando foram realizadas comparagdes entre os subgrupos C-S x A-S, entre C-S x C-
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2h,entre A-S x A-2h, entre A-S x A-3h, entre A-2h e A-3h e entre C-2h x A-2h n&o foi
encontrado diferenga com significancia estatistica (p>0,05), porém quando
comparacéo fora entre C-S x C-3h , entre C-2h x C-3h e entre C-3h x A-3h houve
diferenca estatistica (p<0,001) conforme demonstrado na Tabela 7.

TABELA 7 — AVALIAGCAO ESTATISTICA PELO METODO DE ANOVA NAS DOSAGENS DE
ENDOTOXINA EM AMOSTRAS DE SANGUE DE RATOS NOS SUB-GRUPOS DO

ESTUDO
Comparagbes Grupo Grupo p
Entre os simula¢do de cada grupo C-S X A-S >0,05
C-S X C-2h >0,05
Entre cada simulac&o de cada grupo e X C-3h <0,001
0s subgrupos isquemia A-S X A-2h >0,05
X A-3h >0,05
C-2h X C-3h <0,001
Entre os subgrupo isquemia Al ! £1i5h 0,05
C-2h X A-2h >0,05
C-3h X A-3h <0,001

FONTE: O Autor (2007)

4.3 AVALIACAO DA TRANSLOCACAO BACTERIANA

4.3.1 Validacéo dos resultados na pesquisa de bactérias indicadoras de

translocacéo

Os resultados obtidos na pesquisa de bactérias indicadoras de translocacé&o
bacteriana foram expressos pelo numero de isolamentos obtidos em cada teste.
Estes resultados foram obtidos em triplicata para que fossem validados. As médias
dos resultados obtidos no grupo Controle foram, no subgrupo C-S de 0,1+0,32, no
subgrupo C-2h de 0,8+0,42 e no subgrupo C-3h de 3+0,67.

No grupo Aluporinol as médias dos subgrupos A-S, A-2h e A-3h foram
respectivamente 0,1+0,32, 0,7+0,48 e 2,4+0,97. A Tabela 8 apresenta o
demonstrativo da validacdo destes resultados obtidos em ftriplicatas nas pesquisas
de bactérias indicadoras de translocagao bacteriana indicada pelo numero de érgéos

onde houve isolamento.
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TABELA 8 — DEMONSTRATIVO DA VALI I;)AQAO DOS RESULTADOS OBTIDOS EM TRIPLICATAS
NAS PESQUISAS DE BACTERIAS INDICADORAS DE TRANSLOCACAO BACTERIANA
INDICADA PELO NUMERO DE ISOLAMENTOS OBTIDOS EM CADA TESTE

Controles Alopurinol
Ratos C-2h | C-3h | C-S A-2h | A-3h | A-S
A|lB|]C A B C A B C A B C A B C A|[B]|C
1 11 1 2 2 2 1 1 1 1 1 1 3 3 3 1 1 1
2 1 1 1 4 4 4 0 0 0 1 1 1 3 3 3 0 0 0O
3 1 1 1 4 4 4 0 0 0 1 1 1 2 2 2 0 0 0
4 11 1 3 3 3 0 0 0 0 0 0O 1 1 1 0 0 O
5 0o 0 0 3 3 3 0 0O O O O 0O 2 2 2 0 0 O
6 11 1 3 3 3 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0
7 0 0 0 3 3 3 0 0O O O O 0O 4 4 4 0 0 O
8 11 1 3 3 3 0 0 0 1 1 1 3 3 3 0 0 0O
9 11 1 3 3 3 0 0 0 1 1 1 3 3 3 0 0 0O
10 1 1 1 2 2 2 0 0 0 1 1 1 2 2 2 0 0 0
Média 0,8 3 0,1 0,7 2,4 0,1
Dessio- 0,42 0,67 0,32 0,48 0,97 0,32
padréo

FONTE: O Autor (2007).

4.3.2 Ocorréncia de isolamento de E. coli e E. faecalis

Com relagéo aos indices de ocorréncia de Escherichia coli e Enterococcus

faecalis, estes foram expressos em

resultados positivos ou negativos,

neste

experimento foram observadas a presenca ou auséncia destas duas bactérias

concomitantemente, logo ndo houve diferenca estatistica quando comparadas as

incidéncias de E. coli com E. faecalis em todos os érgaos estudados, conforme mostra

a Tabela 9. Em todas as amostras de intestino houve crescimento destas bactérias, o

gque confirma a colonizagao da luz intestinal de todos 0s animais deste experimento.

TABELA 9 — TAXA DE OC,ORF\’NENCIA DE ISOLAMENTOS DE Escherichia coli E Enterococcus
faecalis EM ORGAOS DE RATOS CONFORME OS GRUPOS DE ESTUDO

Orgéo Microorganismos indice de ocorréncia®
testado pesquisados C2h | c3h | cs | A2h | A3h | AS P
LNM Escherichia coli 810 1010 110 310 10110 110 ~0.05
Enterococcus faecalis 8/10 10/10 1/10 310 1010 1/10 '
i Escherichia coli 0/10 9/10 0/10 0/10 3/10 0/10
Figado . >0,05
Enterococcus faecalis 0/10 9/10 0/10 0/10 310 0/10
Haco Escherichia coli 010 2/10 0/10 0110 5/10 010 ~0.05
Enterococcus faecalis 0/10 2/10 0/10 0/10 5/10 0/10 ’
Sangue Escherichia coli 010 2/10 0/10 0110 1/10 010 ~0.05
Enterococcus faecalis 0/10 2/10 0/10 0/10 110 0/10 '
Intestinos” Escherichia coli 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 ~0.05
Enterococcus faecalis 10/10 1010 10/10 10/10 10/10 10/10 '

FONTE: O Autor (2007)
®Indice de ocorréncia expressado em resultados positivos / amostras testados.
® As amostras de intestinos serviram de controle da pré-existéncia das bactérias indicadoras na flora
intestinal dos ratos
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4.3.3 Incidéncia de translocacao bacteriana (TB) nos 6rgaos estudados

A incidéncia de TB nos linfonodos dos subgrupos C-2h, C-3h, C-S, A-2h e A-
3h, A-S foram respectivamente de 8, 10, 1, 3, 10 e 1, no figado houve nove animais
com translocag¢des no subgrupo C-3h e 3 translocagdes no subgrupo A-3h, no bago
foram observadas duas translocagdes no subgrupo C-3h e cinco translocagdes no
subgrupo A-3h e no sangue duas translocagdes no subgrupo C-3h e uma
translocac&o no subgrupo A-3h, nos demais subgrupos ndo houve translocacées.

Nas somatérias das translocagbes por subgrupo computou-se para o
subgrupo C-2h 8 translocag¢des, no subgrupo C-3h vinte e trés translocag¢des, no
subgrupo C-S 1 translocagéo, no subgrupo A-2h trés translocag¢des, no subgrupo A-
3h dezenove transloca¢des e no subgrupo A-S uma translocagéo. Estes achados

estdo demonstrados na Tabela 10 e no Grafico 5.

TABELA 10 — INCIDENCIA DE TRANSLOCACAO BACTERIANA NOS ORGAOS ESTUDADOS
CONFORME SUB-GRUPOS DO ESTUDO

Orgaos c2h | c3n | cs A-2h A-3h A-S
LNM 8 10 1 3 10 1
Figado 0 9 0 0 8 0
Baco 0 2 0 0 5 0
Sangue 0 2 0 0 1 0
Somatorio | 8 | 23 | 1 | 3 [ 19 | 1

FONTE: O Autor (2007)

GRAFICO 5 - REPRESENTAGAO GRAFICA DAS INCIDENCIAS DE TRANSLOCACAO
BACTERIANA NOS SUB-GRUPOS
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FONTE: O Autor (2007).
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4.3.4 Comparacbes das somatorias das translocac¢des bacterianas (TB) dos orgéos

estudados

Nas comparacdes das somatérias das translocagbdes bacterianas foram

observadas diferencas estatisticas (p<0,001) entre C-S x C-3h, entre A-S x A-3h,

entre C-2h x C-3h e entre A-2h x A-3h, porém n&o foram encontradas diferencas
(p>0,05) entre C-S x A-S, entre C-S x C-2h, entre A-S x A-2h, entre C-2h x A-2h e

entre C-3h x A-3h, conforme demonstrado na Tabela 11.

TABELA 11 — AVALIACAO ESTATISTICA PELO METODO DE ANOVA NAS SOMATORIA§ DAS
TAXAS DE TRANSLOCACAO BACTERIANA DAS AMOSTRAS DE ORGAOS DE
RATOS NOS SUB-GRUPOS DO ESTUDO

Comparagbes Grupo Grupo p
Entre os simula¢do de cada grupo C-S X A-S >0,05
C-S X C-2h >0,05

Entre cada simulagéo de cada grupo e os X C-3h <0,001
subgrupos isquemia AS X A-2h >0,05

X A-3h <0,001

C-2h X C-3h <0,001

Entre os subgrupo isquemia saeicl] & Ardl 50,001
C-2h X A-2h >0,05
C-3h X A-3h >0,05

FONTE: O Autor (2007).

4.4 DOSAGENS DE FATOR DE NECROSE TUMORAL ALFA

4.4.1 Validacao dos resultados

Os resultados das dosagens de TNFa foram obtidos em triplicata para que

estes dados fossem validados. Na avaliagdo estatistica deste achados ndo houve

diferencas significantes entre as médias das amostras dentro dos subgrupos

(p>0,05), conforme demonstrado nas Tabelas 12 e 13.

TABELA 12 — DEMONSTRATIVO DA VALIDACAO DOS RESULTADOS OBTIDOS EM
TRIPLICATAS NAS DOSAGENS DO FATOR DE NECROSE TUMORAL ALFA EM
AMOSTRAS DO GRUPO CONTROLE

Ratos C-2h C-3h C-S

A B C A B Cc A B Cc
1 153 163 174 650 648 636 33 32 34
2 216 226 219 716 723 715 36 37 35
3 387 374 381 733 748 698 48 45 43
4 475 482 482 830 841 795 25 28 31
5 376 378 366 623 633 626 43 41 42
6 418 422 414 725 719 715 38 36 33
7 416 418 422 901 816 809 32 29 32

Continua
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C-2h C-2h | C-2h | C-3h [ |
e A B C A B c A B )
8 435 422 419 775 762 754 41 39 42
9 221 232 229 682 683 656 43 44 46
10 374 361 359 986 979 912 34 33 34
p 0,9154 0,7851 0,9357
Média 3474 [ 3481 [ 3467 | 6929] 686,7] 6654 340 333] 341
Desvio-padrao | 1095 [ 1044 [ 1030 | 2537 2472| 2352 127] 118] 115

FONTE: O AUTOR (2007)

TABELA 13 — DEMONSTRATIVO DA VALIDACAO DOS RESULTADOS OBTIDOS EM
TRIPLICATAS NAS DOSAGENS DO FATOR DE NECROSE TUMORAL ALFA EM
AMOSTRAS DO GRUPO ALOPURINOL

Ratos A-2h A-3h A-S
A B C A B C A B C
1 36 36 37 175 178 184 28 23 27
2 47 49 52 213 226 237 36 39 36
3 28 29 33 247 264 276 23 28 29
4 12 15 15 362 351 358 31 34 32
5 43 44 44 153 163 174 20 22 26
6 38 39 37 361 370 296 38 37 35
7 35 36 34 478 489 445 32 33 34
8 27 28 31 334 344 347 44 43 44
9 28 29 32 207 214 286 41 39 41
10 35 37 36 226 231 231 39 38 37
p 0,8762 0,9797 0,9592
Média 32,9 34,2 35,1 275,6 283 2834 33,2 33,6 34,1
Desvio-padraq 9,8 9,5 9,5 103,4 102,7 83,5 7,8 7,1 58

FONTE: O Autor (2007)

Os resultados das médias da dosagens de TNFa obtidos nos subgrupos do

grupo Controle e dos subgrupos do grupo Alopurinol, bem como seus respectivos

desvios-padrao estéo descritos nas Tabelas 14 e 15 e representados no Grafico 6,

TABELA 14 — DEMONSTRATIVO DAS MEDIAS E DESVIOS-PADROES DAS DOSAGENS DE TNF
ALFA NOS SUB-GRUPQOS

Grupos e Subgrupos Controle Alopurinol

c2h | c3n | Cs A2h | A3h | AS
Média 3471 749,6 37,0 341 280,7 33,6
Desvio-padrao 101,9 996 5,8 9,3 936 6,7

FONTE: O Autor (2007)

TABELA 15 — DEMONSTRATIVO DAS COMPARACOES ENTRE AS MEDIAS E DESVIOS-
PADROES DAS DOSAGENS DE TNF ALFA NOS SUB-GRUPOS

Comparaces Grupo Grupo p Concluséo

Entre os simula¢do de cada grupo C-S X A-S >0,05 NS
C-S X C-2h <0,001 S
Entre cada simulac&o de cada grupo e X C-3h <0,001 S

0s subgrupos isquemia A-S X A-2h >0,05 NS
X A-3h <0,001 S
C-2h X C-3h <0,001 S
Entre os subgrupo isquemia Ar2h .S Broli =0,001 S
C-2h X A-2h <0,001 S
C-3h X A-3h <0,001 S

FONTE: O Autor (2007)
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GRAFICO 6 —- REPRESENTAGAO GRAFICA DAS MEDIAS E DESVIOS-PADROES OBTIDOS NAS
DOSAGENS DO FATOR DE NECROSE TUMORAL ALFA EM CADA SUB-GRUPO
DO ESTUDO
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FONTE: O Autor (2007)
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5 DISCUSSAO

A isquemia tem papel fundamental em muitas situacdes clinicas
perioperatorias. Apesar da revascularizagcdo sanguinea a um 6rgéo isquémico seja
essencial para prevenir a irreversibilidade da lesao celular, a reperfusdo pode
agravar as lesdes produzidas na fase isquémica isolada (SILVA e BURIHAN, 1999).

Os membros inferiores s&o frequentemente submetidos a isquemia tecidual
devido ao trauma vascular, as oclusdes arteriais agudas e aos procedimentos
cirargicos vasculares habituais e endovasculares. Diante de um quadro isquémico
dos membros inferiores a prioridade € restabelecer o fluxo arterial. A extenséo e a
gravidade das lesdes morfoldgicas e funcionais dependem exclusivamente do tempo
de oclusdo do fluxo sanguineo arterial (SILVA et al.,1999; POLI FIGUEIREDO;
CRUZ e MORSCH, 2005).

Trabalhos em animais de experimentacdo tém procurado estabelecer
modelos que possam reproduzir as condi¢ées isquémicas encontradas em seres
humanos e com isso ter um melhor entendimento da fisiopatologia da doenca e das
alternativas terapéuticas (BITU-MORENO; GREGORIO; MAFFEI, 2001; SILVEIRA,
2004; BLAISDELL, 2002).

O rato € um animal de uso corrente em modelos de isquemia e reperfuséo,
inclusive nos membros caudais. E frequentemente utilizado em modelos
experimentais, tendo em vista a sua disponibilidade, em quantidades que podem se
adequar as necessidades estatisticas, manuseio e custo baixo. A facilidade de
manutencdo em ambiente controlado propiciou a elaboracdo de uma amostra
homogénea de ratos, com peso de 256,3 £ 8,48 gramas e idades similares (HEBEL
e STROMBERG, 1976; FAGUNDES e TAHA, 2004).

Ha modelos de isquemia de musculos esquelético que utiliza incisdo
circunferencial da pele, tela subcutdnea e musculatura da coxa, ao redor da
articulagdo do quadril, preservando o 0sso0, 0 nervo, a artéria e a veia femoral.
Justifica-se este modelo para excluir toda a circulagdo colateral, porém € mais
traumatico e necessita implementacdo com microscopio cirdrgico para a sua
execucdo (KERRIGAN e STOTLAND, 1993; WEBSTER, 2004).

Outro modelo ja descrito é 0 uso de torniquete que compromete a irrigacéo
arterial e a drenagem venosa simultaneamente, alguns trabalhos foram realizados,

utilizando o método do torniquete de Rosenthal (1943). Argumenta-se que este
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modelo de les&o arterial, pelo trauma da aplicacao do torniquete, impede a resposta
vasomotora e venosa durante a fase de reperfusdo. Contudo parece ser adequado
para simular um trauma compressivo, ou o procedimento de garroteamento utilizado
nas cirurgias ortopédicas (BLAISDELL, 2002, BADHWAR et al., 2003; VIDIGAL,
2006).

Outros modelos preconizam o clampeamento arterial isolado, sendo 0 mais
apropriado para simular a oclusdo arterial aguda, uma vez que compromete a
circulacdo arterial deixando livre a drenagem venosa. Este modelo considera que a
circulacdo colateral ficaria disponivel para suprir o territério isquémico, o que
também ocorre no quadro de oclus&o arterial aguda (FRANSCISCO NETO, 2005;
DA SILVA, 2004; QUINONES-BALDRICH,1991; SOUZA-MORAES et al., 2003).

Quando ocorre isquemia aguda em um tecido, 0 suprimento sanguineo
arterial € totalmente bloqueado. Este fato acontece em cirurgias arteriais,
transplantes de érgéos e até em cirurgias ortopédicas, onde ¢é feito garroteamento
temporario com o intuito de obter campo operatério exangue.

A mortalidade relacionada as cirurgias vasculares de grande porte ainda €
problema que preocupa os cirurgides vasculares em todo o mundo, as cirurgias de
embolectomias em artérias periféricas também podem ter evolucédo ndo favoravel; a
mortalidade relacionada com este tipo de cirurgia pode chegar a mais de 10%
(YASSIN et al., 1996) e a cirurgia de corre¢cdo de aneurisma de aorta abdominal
cursa com mortalidade em torno de 1% a 10% nos melhores centros mundiais
(OLSEN et al., 1991; ROUMEN et al., 1993; KATZ; STANLEY e ZELENOCK, 1994),

Sendo que, na cirurgia de correcdo realiza-se 0 clampeamento da aorta
abdominal abaixo das renais conforme proposto no modelo experimental deste
estudo. Carter, Bull e Bortolon (1998) utilizaram o clampeamento da aorta abdominal
de ratos com o intuito de estudar a histopatologia muscular dos membros caudais
apos isquemia e reperfusio.

Stahlke em 2001 propés um modelo experimental de indugdo de
endotoxemia em ratos submetidos a isquemia e reperfusdo de membros caudais
com clampeamento da aorta infra-renal com acesso por laparotomia, o qual foi
utilizado no presente estudo, pois as conclusbes foram de que este modelo animal
experimental é reproduzivel, que a isquemia aguda de membros caudais de ratos,
por si s4, ndo induz niveis detectaveis de endotoxemia e que a isquemia seguida de

reperfusdo de membros caudais, induz niveis detectaveis de endotoxemia.
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No presente estudo foi utilizado o modelo avaliado por Stalke, para a
realizac&o de isquemia e reperfusdo com clampeamento da aorta infra renal e para a
inducéo de endotoxemia

A literatura revela que o musculo suporta bem a isquemia de até 4 horas,
apesar das repercussdes locais e sistémicas. Sendo a lesdo tempo dependente,
neste estudo conforme descrito anteriormente o tempo de clampeamento e
consequente isquemia foram 2 e 3 horas seguidos de reperfusdo e coleta de
amostras 72 horas apés, observou-se que apds a reperfusdo existiram diferencas
nos resultados das variaveis estudas quando se considerou o tempo de isquemia.

Foram estabelecidas 2 e 3 horas de isquemia seguidas de reperfusdo, neste
estudo, porque se verificou na literatura que estes periodos seriam os tempos
usados habitualmente em clampeamento adrtico para procedimentos cirdrgicos.
Corson et al.(1992) e Yassin et al.(1998) obtiveram resultados semelhantes,
utilizando o método do torniquete nos membros caudais dos animais, com 3 horas
de isquemia seguidas de 2 horas de reperfusao.

Strock e Majno (1969) verificaram que as primeiras lesées irreversiveis no
tecido muscular com o uso do torniquete em membros de ratos se iniciavam em 30
minutos e atingiam o maximo em 60 minutos. Os mesmos autores também
verificaram que a heparinizagdo sistémica dos animais n&o alterava o fendmeno do
‘ndo refluxo”, que é o fato de algumas areas teciduais nao reperfundirem de
imediato apos a liberagdo dos torniquetes.

No periodo de reperfusdo os desencadeadores das reacdes danosas séo as
espécies reativas do oxigénio, que agravam o quadro das lesdes celulares iniciadas
na isquemia dos tecidos. O oxigénio é elemento essencial na reagdo de oxidagéo
para a producdo de energia no organismo, armazenada na forma de adenosina
trifosfato (ATP). Estas reacbes de oxidacio se d&o partir de substratos oxidaveis, em
especial a glicose, sao realizadas em sua maior parte nas mitocondrias e dependem
de uma interrelagdo de substratos, enzimas, vitaminas, eletrélitos e agua
(FRANCISCO NETO; SILVA e FAGUNDES, 2005, MASSBERG e MESSNER, 1998;
LAWLER; SONG e DEMAREE, 2003).

Sabe-se que as consequéncias da isquemia, em diferentes tecidos, depende
de sua duracédo, € que muitas das lesdes s&o desenvolvidas durante o estagio de
reoxigenacéo decorrente da reperfusdo tecidual (AALTO e RAIVIO, 1993; ZHANG;
DAWSON e DALSON, 1994; SZABO; ZINGARELLI e SALZMAN, 1996). As
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mitocondrias sdo alvos importantes dos danos provocados pelos processos de
isquemia e reperfusao (FARBER, 1981). Nelas ocorrem diminuicao das atividades
da nicotinamida adenina dinucleotideo ligada com hidrogénio NADPH)
desigrogenase, do carreador de adenosina difosfato para adenosina trifosfato e da
ATP sintetase, além do aumento na atividade da fosfolipase A2. Ocorre ainda,
acentuado acumulo de calcio e aumento da geracdo de radicais livres pelas
mitocondrias. A associacdo destes eventos pode ser responsavel pelas lesdes e
morte celular, decorrentes da reperfusdo, possivelmente por um fendmeno de
transicdo de permeabilidade da membrana mitocondrial interna(KONO; OSAWA e
TANAKA, 1982).

A xantina-desidrogenase (XD), € uma das enzimas responsaveis pelo
mecanismo € fornecimento de um elétron para a nicotinamida adenina difosfato
ADP, que sendo receptora deste elétron se transformar em ATP, armazenando a
energia de modo estavel e transportavel dentro da propria célula ou para outros
tecidos e 6rgados. A supressdo do oxigénio determina a conversdo de xantina-
desidrogenase em xantina-oxidase(X0O) (McCORD, 1985).

Esta enzima utiliza o oxigénio como receptor de elétrons, uma ligagao
instavel e altamente energética formando os radicais livres de oxigénio (RLO) ou as
espécies reativas do oxigénio (EROs) como os superdxidos e peroxido de hidrogénio
(POLI FIGUEIREDO; CRUZ e MORSCH, 2005; SILVEIRA, 2004; BITU-MORENO;
FRANCISCHETTI e HAFNER; 2002, McCORD 1985, LAWLER; SONG e
DEMAREE, 2003; LI, 2002). Os radicais livres determinam a destruicdo da camada
lipoprotéica das membranas celulares dos nucleos , das mitocondrias e do citosol
levando a morte celular ou desencadeando reacgbes bioquimicas que apods
determinado tempo levara a morte celular por apoptose (FRANCISCO NETO;
SILVA; FAGUNDES, 2006; POLI FIGUEIREDO; CRUZ, MORSCH, 2005, SOUZA;
PICCINATO; CHERRI, 2001; DAVID FILHO et al.., 2004; PICCINATTO et al..,
2004; ALVES, 2003) .

Youn et al. em 1993 utilizou para mensuracao da lipoperoxida¢cdo no pulmao
e no figado a dosagem de malondialdeido pela técnica de TBARS, e demonstrou
que a pentoxifilina ndo reduz a lipoperoxidagédo na endotoxemia induzida por este
processo.

No presente estudo optou-se pela dosagem de TBARS como indicagéo de

estresse oxidativo sendo que diversas técnicas sdo utilizadas para medir a
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peroxidacdo de lipideos ou de acidos graxos como a reagdo com o acido
tiobarbiturico, glutationa, determinagcdo da perda de acidos graxos, dienos
conjugados, ensaio idiométrico, analise fluorescente de produtos da peroxidagao
lipidica e outros. Estas técnicas quantificam diferentes produtos formados em
momentos distintos da peroxidacgao lipidica, como por exemplo dienos conjugados e
dialdeido malbnico: a sensibilidade e especificidade da técnica depende do tipo do
produto a ser quantificado (HALLWEL, 1989; SLATER, 1984).

O teste com acido tiobarbiturico (TBA) foi introduzido por Kohn e Liversedge
em 1944 e ainda € um dos métodos mais utilizados para medida da peroxidagao
lipidica (CHIRICO, 1994). Esta técnica tem por objetivo quantificar o diladeido
malbnico (“MDA”) formado na peroxidacdo lipidica, que € capaz de reagir, sob
aquecimento em meio acido, com o acido tiobarbiturico (“TBA”) originado um
composto de cor de rosa. Este composto quando extraido da solugdo por um
solvente organico (n-butanol) tera sua concentracdo determinada e expressa como
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (SRTBA). Esta técnica é de facil
execucdo, baixo custo e pode ser empregada para determinacédo das SRTBA em
diferentes materiais bioldgicos, especialmente em tecidos (UCHIAYAMA e MIHARA,
1978).

Como produtos da isquemia e reperfusdo induzidas neste estudo foi
observada a eclosao de radicais livres conforme valores mensurados nos subgrupos
C2 e C3 com dosagem de TBARS de 0,720, 0,836 nano mol por miligrama de
proteina respectivamente € no grupo controle 0,377 nano mol por miligrama de
proteina. Sendo estes valores diferentes estatisticamente entre si, foi confirmada a
hipétese de que quanto maior o tempo de isquemia maior sera a produgcdo de
radicais livres decorrentes da lipoperoxidagcao até 72 horas da reperfusséo

Outros estudos também utilizaram a mensuracdo do malondialdeido pelo
método de dosagem de TBARS. Conskun et al., em 2005 utilizaram este método
para comprovar que a endotoxemia pode induzir danos ao tecido renal e ainda
provou que substancia antioxidantes como a vitamina E podem minimizar o estresse
oxidativo naquele 6rgéo.

Assimakopoulos et al. em 2004 também mensuraram o estresse oxidativo
hepatico com a dosagem de malondialdeido pela técnica de TBARS, Sauebin et al.
(2004) em seu estudo sobre a acdo antioxidantes das antocininas em modelo de

choque endotoxico utilizaram a mensuracdo de malondialdeido para demonstrar o
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estresse oxidativos nos 6rgdos estudados. Dirlik et al.., (2003) também utilizou o
malondialdeido como mensuragcdo de lipoperoxidagdo em seu modelo de
endotoxemia induzida em ratos. E ainda, Ponukalina et al. em 2001, Garcia Soriano
et al. em 2001; Trittenwein et al. em 1999, também utilizaram este mesmo método
em outros modelos experimentais de isquemia e reperfusao.

Tem-se buscado formas de abolir ou minimizar os efeitos destas espécies
reativas de oxigénio ou radicais livres. Para isto tem-se usado substancias
conhecidas como antioxidantes a saber: vitamina E; acido ascoérbico; a
deferoxamina; a estreptoquinase; o alopurinol; os sais de magnésio; o0s
aminoesteroides; os quelantes de ferro e os antiinflamatérios ndo esteroides;
substancias varredoras de radicais livres “scavengers’.

Também se utiliza o pré-condicionamento isquémico, quando suspensdes
parciais e progressivas de oxigénio antecedem uma supressdo sustentada e mais
prolongada. Cada uma destas proposi¢cdes tém mostrado vantagens e desvantagens
na dependéncia do modelo para a provocacgéo da isquemia e reperfusdo, nas doses
das substancia utilizadas, no periodo em que s&o empregados, nos parametros que
sao utilizados para a avaliagéo dos resultados, entre outras variaveis.

A busca por uma droga que reduza a liberacdo de espécies reativas do
oxigénio, bem como limitar a resposta inflamatéria e a liberacéo de fator de necrose
tumoral ( TNFa) constitui uma hipdtese para o controle das lesdes de isquemia e
reperfusao.

A xantina oxidase catalisa a oxidac&o da hipoxantina em xantina e desta em
acido urico. O oxigénio é simultaneamente reduzido a O,~ e H,0,. E possivel
verificar aumento de xantina oxidase quando o tecido € submetido a alguns tipos de
agressoées, tais como trauma ou hipdxia (GRAGER, 1988).

Evidéncias acumuladas em diversos experimentos tém demonstrado que
EAO contribuem para o dano celular decorrente da isquemia e reperfusao,
principalmente, em funcdo da propriedade oxidativa das mesmas sobre os
constituintes lipidicos das membranas celulares. O alopurinol tem sido sugerido
como droga capaz de interferir beneficamente diminuindo o dano celular decorrente
da reperfusado de érgéos previamente isquémicos, tendo em vista 0 seu potencial de
inibir a enzima xantina oxidase, a mais frequentemente referida como geradora de
EAO.
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Rodhen em 1998 na avaliagdo da lipoperoxidacéo utilizou-se os métodos do
TBARS e da Quimiluminescéncia (QL) sendo os animais divididos em 4 grupos, da
seguinte maneira: ratos controle, ratos submetidos a isquemia de 50 minutos, ratos
submetidos a isquemia de 50 minutos e reperfusé&o de 1 hora e ratos submetidos a
isquemia de 50 minutos e reperfusdo de 1 hora porém com pré-tratamento com
alopurinol na dose de 50 mg/kg de peso administradas por via intraperitoneal, 5 e 1
hora antes do procedimento e concluiram que o alopurinol mostrou efeitos benéficos
no dano causado pela isquemia e reperfusdo renal, provavelmente decorrente de
sua agao na rota de geracéo das EAO.

No presente estudo fora utilizado o alopurinol para interferir nos danos
causados pela isquemia e reperfussao na dose de 100mg/kg de peso administrada
por gavagem e nos subgrupos tratados com alopurinol, observou-se diminuigao da
producdo de radicais livres decorrentes de lipoperoxidagcdo pois os valores de
TBARS encontrados nos subgrupos A-S, A-2 e A-3 que foram respectivamente,
0,373+0,038, 0,391+0,045 e 0,378+0,045, sendo que estes resultados nao
apresentaram diferencas estatisticas quando comparados entre si.

E ainda houve menor producéo de lipoperoxidagédo nos subgrupos tratados
com alopurinol em relacdo aos subgrupos nao tratados, e mais, o tratamento com
alopurinol propiciou que as quantidades de TBARS nas amostras dos grupos
tratados fossem iguais as dos subgrupos simulagdo, onde ndo houve isquemia e
reperfuss&do, mostrando que o alopurinol inibiu a lipoperoxidacéo.

Com estes achados ficou claro que houve uma redugéo significativa na
deteccdo de TBARS nos subgrupos que foram submetidos & isquemia e reperfuséo
quando tratados com alopurinol e que ainda o tempo de isquemia nos n&o tratados
também gerou diferentes quantidades de TBARS sendo que quanto maior o tempo
de isquemia maior a geragéo de TBARS, o que concorda com a literatura.

A natureza autocatalitica das reac¢des dos radicais livres € o fator mais
importante na deterioragdo oxidativa de substratos organicos. Durante o estagio de
propagacdo um radical livre pode produzir ad infinitum, quando somente a
concentracdo do oxigénio e de substrato estabelece os limites da reacgao
(BONORDEM e PARIZA, 1994).

Yang et al. em 1997 demonstraram que a reperfusdo tecidual apos
isquémica causada por choque, pode induzir a produgdo de radicais livres de

oxigénio, resultando lesdo por lipoperoxidacdo, especialmente na mucosa intestinal



102

e assim induzir a ruptura da barreira funcional da mucosa seguindo entdo a
endotoxemia e a translocagéo bacteriana

Os dados obtidos nos estudo de Corson et al. 1992 e Yassin et al. (1996)
demonstram que a isquemia seguida de reperfusdo, promove 0 aparecimento de
endotoxinas detectaveis na corrente circulatéria. O exato mecanismo como esta
ocorréncia afeta a permeabilidade intestinal ainda n&o esta totalmente entendido.
Porém sabe-se que a reperfusdo de 6rgdos isquémicos tém efeitos sistémicos
danosos porque retiram os metabdlitos formados localmente nos tecidos e esses
irdo agir sistematicamente até serem metabolizados.

A barreira intestinal € a denominacdo que se da aos mecanismo
imunoldgicos € ndo imunologicos que evitam o escape de bactérias e suas toxinas
do conteudo intraluminal para outros 6rgaos, como os linfonodos figados e também
para a circulacdo sistémica; no entanto permite que o intestino execute,
fisiologicamente, as suas diversas funcbes de digestdo, absorcdo de nutrientes e
secrecao (SWANK e DEITCH, 1996; WELLS; MADDAUS e SIMMONS, 1988).

Alteracbes desta barreira de defesa podem permitir a passagem de bactérias
viaveis e de suas toxinas da luz intestinal para a circulagdo sistémica tornando-se
um dos pilares de sustentacdo para o desenvolvimento de septicemia e faléncia de
multiplos 6rgéos e sistemas (DEITCH, 1987 e 1989 ).

A presenca desta barreira intestinal integra € a maior responsavel pelo
bloqueio da passagem de bactérias viaveis da luz intestinal para outros 6rgéos e
para a circulagao sistémica (SAADIA et al., 1990 ).

Grande parte dos &bito em paciente submetidos a procedimentos cirurgicos
sdo devidos a complicagcbdes que nao estdo relacionadas diretamente com a técnica
cirurgica. As principais causas de Obito nesses pacientes, no periodo de pds-
operatorio imediato, sdo: disfuncdes respiratérias, renais, faléncias hepaticas e até o
cenario sombrio da Sindrome da Faléncia de Multiplos Orgéos (ERTEL; FRIEDL; e
TRENTZ, 1994, HARRIS et al.1991; OLSEN et al. 1991). Esta sindrome é
encontrada em 20% de todos o0s pacientes que morrem apos cirurgias
cardiovasculares (YASSIN et al. 1996).

Quando se instala a sindrome da faléncia de multiplos 6rgéos, em 24% dos
pacientes ndo ha evidéncia de infeccdo (MENGER et al. 1992). Infec¢do bacteriana
ou sepse sao detectadas em grande parte dos pacientes, com a sindrome instalada,

apo6s dois ou mais dias. No presente estudo a coleta das amostras eram com 72
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horas, este periodo de avaliacdo foi motivo de varios estudos que consideraram o
intestino como a fonte de endotoxinas e bactérias para a corrente circulatéria
(ALEXANDER et al. 1990, ALEXANDER et al. 1991; CARRICO; MEAKINS;
MARSHALL et al.1993; CARRICO; MEAKINS e MARSHALL, 1986; CARTER et
al.1990; DEITCH et al.1990; DEITCH et al. 1989b; ERTEL; FRIEDL e TRENTZ,
1994; GORIS; BOEKHOLTZ; van BEBBER, 1986; NAVARATNAM et al. 1990; RUSH
et al.1988; SAADIA, 1995, SWANK e DEITCH, 1996; Van GOOR et al. 1994,
MOORE MOORE, 1995).

Stalke em 2001 verificou que em determinadas condi¢cbes, a isquemia e
reperfusdo de oOrgdos distantes ao trato digestorio, podem levar a quebra da
seletividade da barreira intestinal, fato este comprovado pela deteccao de
endotoxinas na corrente circulatéria de ratos. Sabe-se que a permeabilidade
intestinal as macromoléculas € alterada na isquemia seguida de reperfusédo de
membros de ratos e camundongos (CORSON ef al.., 1992; YASSIN ef al.., 1997;
GRANGER, 1988).

Corson et al. (1992) verificaram que a permeabilidade intestinal as
endotoxinas € alterada apds a aplicacdo e soltura dos torniquetes nos membros dos
animais, em seus estudo as concentragdes sistémicas de endotoxinas elevaram-se
em relacdo ao grupo controle. A permeabilidade intestinal destes animais foi afetada
por lesdes comprovadas por microscopia eletrbnica: alteragdes na mucosa,
encurtamento das microvilosidades e rupturas nas jungdes intercelulares em todos
0s animais do grupo isquemia e reperfusdo foram detectadas. Estes autores também
verificaram que a hipotensdo que ocorre no periodo de reperfusdo, por si s, ndo
altera a permeabilidade intestinal.

Yassin et al..(1997) verificaram que a reperfusdo de membros caudais de
ratos diminuiu a espessura da mucosa do intestino delgado dos animais e aumentou
a permeabilidade de todo o intestino.

Welch et al. (1998) estudaram pacientes que foram submetidos a cirurgias
eletivas na aorta abdominal, aneurismectomia ou ponte arterial, com colonoscopia e
bidpsias intestinais. Os resultados mostraram a ocorréncia lesdo da mucosa
intestinal, identificada pela bidpsia, em 30% dos pacientes.

Roumen et al. (1993) estudaram a permeabilidade intestinal apds isquemia e
reperfusdo em pacientes submetidos a cirurgias de grande porte. Os autores

utilizaram o teste da lactulose e manitol. Este é fundamentado na diferenca de vias
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de absorgéo que o intestino utiliza. O manitol tem peso molecular menor em relagéo
a lactulose e por isso é absorvido por poros aquiferos que existem na membrana
celular do enterécito. A lactulose, molécula maior, é absorvida através das jungbes
intercelulares e zonas de extruséo dos vilos intestinais.

A excrecdo de lactulose e manitol foi significativamente maior no grupo que
foi submetido a cirurgias eletivas e emergenciais em comparac¢do do grupo controle,
que nao foi operado. Este estudo demonstrou que, apos cirurgias vasculares de
grande porte, ocorre elevagdo da permeabilidade intestinal.

Pape et al. (1994) verificaram que a permeabilidade intestinal pode ser
afetada pelas moléculas de xantina-oxidase produzidas durante a reperfuséo de
orgaos distantes ao intestino.

No presente estudo foram observados nos subgrupos com isquemia e
reperfusdo niveis detectaveis de endotoxina, nos grupos simulagdo os niveis de
endotoxemia n&o foram detectados e ainda foram observados que o niveis nos
subgrupos C-2 e C-3 foram 0,0429(UE) e 0,1092(UE) respectivamente, nos
subgrupos dos ratos tratados com alopurinol, A-2 e A-3 foram 0,0117(UE) e
0,0195(UE) respectivamente, sendo menores quando comparados com 0S n&ao
tratados, mostrando que o bloqueio da xantina-oxidase é um mecanismo inibidor de
endotoxemia.

Os radicais livres produzidos durante o periodo de reperfusdo sé&o os
principais responsaveis pelas lesbes em o6rgdos distantes daqueles que sofreram a
isquemia. O aparelho digestdrio dos mamiferos possui alta concentracao de xantina-
oxidase; especialmente essa concentragdo € maior na mucosa do intestino delgado.
Quando ocorre a reperfuséo, a produgéo de radicais livres por estas enzimas nestes
locais € muito elevada (ZIMMERMAN; GRANGER e PALLER, 1992). Isto poderia
explicar o aumento da permeabilidade intestinal, quando ha reperfuséo.

Os efeitos da reperfuséo e translocacéo bacteriana podem ser amenizados
por algumas drogas; alguns exemplos s&o: o alopurinol, que € inibidor competitivo
da xantina-oxidase e pode reduzir a endotoxemia por reduzir a peroxidagao lipidica
da mucosa intestinal (ZIMMERMAN; GRANGER e PALLER, 1992; MENGER et al.
1992; GRACE, 1994); a pentoxifilina € uma metilxantina com propriedades de inibir 0
fator agregador de plaquetas (FAP) e aumentar a sintese de prostaciclina
(vasodilatador) (ADAMS et al. 1995); a dexametasona e L-NAME (KNIGHT et al.

1997); a superdxido-dismutase, que é enzima carreadora dos radicais livres
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superoxido (O2) (YOUNES et al. 1992; MENGER et al. 1992) e outras. Optou-se no
presente estudo pelo alopurinol.

Neste estudo foi observado que houve diferenca estatistica quanto aos
niveis de endotoxemia nos grupos com 3 horas de isquemia e reperfusdo quando
tratados ou n&o com alopurinol. No grupo tratado com alopurinol o nivel de
endotoxina fora menor, sugerindo que o alopurinol bloqueia endotoxemia, 0s niveis
nos subgrupos C-2 e C-3 foram 0,0429 UE/ml e 0,1092 UE/mI respectivamente, nos
subgrupos dos ratos tratados com alopurinol, A-2 e A-3 foram 0,0117 UE/ml e
0,0195 UE/ml respectivamente.

A barreira intestinal € a denominacdo que se da aos mecanismo
imunoldgicos € ndo imunologicos que evitam o escape de bactérias e suas toxinas
do conteudo intraluminal para outros 6rgaos, como os linfonodos figados e também
para a circulacdo sistémica; no entanto permite que o intestino execute,
normalmente, as suas diversas fungcbes de digestdo, absor¢cdo de nutrientes e
secrecdo (SWAMK et al. 1996; WELLS; MADDAUS; e SIMMONS, 1988). No
presente estudo foram feitas culturas para observar translocacdo bacteriana em
linfonodos , figado, baco e hemoculturas.

Desde que o termo “translocacao bacteriana” foi cunhado por Wolohow et.al
em 1966, estuda-se 0 mecanismo exato pelo qual bactérias presentes na luz
intestinal, chegam viaveis aos linfonodos mesentéricos e a circulagdo sistémica
(STEFFEN e BERG, 1983; WELLS; MADDAUS e SIMMONS, 1988).

As Dbactérias mais comumente associadas a infec¢cbes sistémicas em
pacientes graves sao as mesmas que translocam com maior facilidade que outras,
estas espécies incluem Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis,
outras enterobactérias, Enterococcus sp., Streptococcuss sp., Lactobacillus sp.
Céandida albicans e Staphylococcus sp., estas bactérias seriam transportadas para
os linfonodos mesentéricos como patdgenos intracelulares facultativos, assim como
particulas s@o transportadas para linfonodos mesentéricos dentro de fagocitos
teciduais (WELLS, 1990 ).

Apesar do maior numero de bactérias anaerdbicas em relacdo as aerdbicas
na luz intestinal, os anaerdbios nado translocam com a mesma facilidade que as
bactérias aerdbicas e consequentemente causam menos complicacdes sépticas
(SIMON e GORBACH, 1982; STEFFEN e BERG, 1988).
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Diversos estudos experimentais demonstram a translocagao bacteriana em
situagbes onde o intestino atua como reservatério de bactérias e fonte de infecgbes
sistémicas (ALEXANDER, 1990; BORDER,; et al. 1987; CARRICO; MEAKINS e
MARSHALL, 1986; DEITCH; MORRISSON e BERG, 1990; NIEUWENHUIJZEN;
DEITCH; GORIS; BOEKHOLTZ e Van BEBBER, 1996; ZENI NETO et al. 1997).

Os principais fatores que aumentam a translocagéo bacteriana incluem a
lesdo direta do enterodcito como por exemplo, as irradiacdes, na alteragdo da micro
flora intestinal, apds o uso de antibidticos, na alteracido nutricional e na reducéo do
fluxo sanguineo intestinal (ALEXANDER, 1990; MARTINS, 1997)

Zeni Neto et al. em 1997 e Martins em 1997 encontraram apds isquemia de
intestino translocagdo bacteriana com predominéncia de Escherichia coll,
Enterococcus sp., Proteus sp., Bacterioides fragilis, clostridium sp. No presente
estudo foram isolados E. coli e E.faecalis.

Rush Jr et al. (1988) avaliaram pacientes com trauma severo admitidos com
graus variaveis de choque e demonstrou positividade das hemoculturas em 56% dos
pacientes compressao arterial menor que 80mmHg a admissdo. Dos pacientes com
pressdo arterial sistdlica maior que 110mmHg, em 4% houve positividade das
hemoculturas.

Martins (1997) utilizou a isquemia do célon descendente com a intengdo de
avaliar se o tempo desta isquemia teria ou nao influéncia em aumentar o indice de
translocac&o bacteriana, este modelo experimental visou reproduzir uma situagao
clinica na qual um possivel retardo da indicagdo cirurgica, em um paciente que
apresente isquemia segmentar de célon, possa permitir um aumento significativo nos
indices de translocacdo bacteriana e as suas consequentes repercussdes
sistémicas. Os dados demonstraram que o tempo de isquemia teve grande
importancia em promover aumento dos indices de translocacéo bacteriana em ratos.

Com o objetivo de verificar a ocorréncia de translocacdo bacteriana e
absorcéo de endotoxinas em vinte e um pacientes doadores de 6rgaos, GOOR et al.,
realizaram culturas de linfonodos mesentéricos, sangue figado, pulméao e bago.
Coletas sanguineas para dosagem de endotoxina também foram realizadas. Em
67% dos doadores houve deteccdo de bactérias nas culturas. Em 81% destas
culturas a bactéria isoladas foi um germe entérico, demonstrando a translocagao
bacteriana, visto que a integridade do trato intestinal foi confirmada pela microscopia

Otica e eletronica.
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A dosagem de endotoxina sistémica estava elevada em 19% dos doadores.
Os autores concluiram que a translocagao bacteriana e a absor¢éo de endotoxinas é
frequente entre paciente doadores de 6rgdos, o que pode influenciar a funcdo do
enxerto nos pacientes transplantados.

No presente estudo foram avaliadas a translocac&o bacteriana e a presenca
de endotoxinas para demonstrar que houve lesao da parede intestinal pelo radicais
livres resultantes da isquemia e reperfussdo. As bactérias presentes neste estudos
foram Escherichia coli e Enterococcus faecalis e em todas as amostras de intestino
houve crescimento destas bactérias, o que confirma a colonizacdo da luz intestinal
de todos 0s animais deste experimento.

Ha multiplas vias por onde as bactérias podem translocar do aparelho
digestério para sitios sistémicos: migracdo retrégrada pulmonar, migracdo direta
através da parede intestinal € migracdo para linfonodo mesentérico ou figado
através dos canais linfaticos ou vasculares; uma ou mais destas vias podem ocorrer
simultaneamente (MARSCHALL et al. 1993). E neste estudo como fora comprovada
a lesdo do enterdécitos por lipoperoxidacdo na parede intestinal supde-se tenha sido
através da parede intestinal.

A translocacdo bacteriana neste estudo foi pesquisada nos linfonodos,
figado, bagco e no sangue, nas somatérias das transloca¢des ocorridas por subgrupo
observou-se para o subgrupo C-2 8 translocagdes, no subgrupo C-3 23
translocacdes, no subgrupo C-S 1 translocagéo, no subgrupo A-2 3 translocagdes,
no subgrupo A-3 19 translocagdes e no subgrupo A-S 1 translocagéo.

Nas comparagdes destas somatorias das translocagcbes bacterianas foram
observadas diferencas estatisticas (p<0,001) entre C-S x C-3h, entre A-S x A-3h,
entre C-2h x C-3h e entre A-2h x A-3h, porém n&o foram encontradas diferencas
(p>0,05) entre C-S x A-S, entre C-S x C-2h, entre A-S x A-2h, entre C-2h x A-2h e
entre C-3h x A-3h.

O aparelho digestoério possui em seu interior bactérias e seus metabdlitos, as
toxinas, que devem ser bloqueadas de forma seletiva concomitantemente a
absorcdo de nutrientes. Para realizar esta funcdo, o intestino mobiliza métodos
imunoldgicos € ndao imunoldgicos, com a fungcdo de prevenir a passagem de
bactérias e endotoxinas para fora da luz intestinal. Esse mecanismo é denominado,
genericamente, de barreira intestinal (REYNOLDS, 1996; TRAYA, 1999).
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Quando esta barreira € quebrada, € acionada a segunda linha de defesa,
formada por este elenco: tecido linféide intestinal, células Kupffer hepaticas e
imunoglobulinas séricas (YASSIN ef al. 1998). Essas células e tecidos com fungéo
imunoldgica ativam a produgéo de citocinas pro-inflamatérias (TNFa, IL-18, IL-6, IL-
8) e outros mediadores imunoinflamatérios. Esses mediadores intestinais podem
induzir a Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica e esta levar a Sindrome da
Faléncia de Multiplos Orgé&os.

Diversas condi¢cbes que geram resposta inflamatoéria severa ou que associe
problemas imunoldgicos com regimes terapéuticos que alterem o balan¢o ecoldgico
da microflora nativa intestinal, tais como: queimaduras (ALEXANDER et al. 1991;
CARTER et al. 1990; LeVOYER et al. 1992; DEITCH et al. 1985), traumas
mecanicos (BAKER et al. 1998; PAPE et al. 1994; ROUMEN et al. 1993; RUSH
JUNIOR et al.1988), infeccdes (TRAYA, 1999), choque (RUSH JUNIOR. et al. 1988),
isquemia intestinal (MARTINS, 1997), uso de vasodilatadores (TRAYA, 1999),
quimioterapias (BERG, 1992), desnutricdo (ALEXANDER et al. 1990), nutricdo
parenteral total (MOORE e MOORE; JONES, 1989) isquemia e reperfuséo (STALKE
2001) e outros, sdo capazes de levar a faléncia da barreira intestinal com
translocacdo de bactérias e endotoxinas para fora da luz intestinal.

A saida de endotoxina para fora da luz intestinal, gerando a Sindrome da
Resposta Inflamatéria Sistémica, podendo levar até a Sindrome da Faléncia de
Multiplos Org&os, levou alguns autores a determinar o trato digestério como o
causador desta sindrome (BORDER et al. 1987). Carrico, Meakins e Marshall, em
1986 definiram o intestino como o “motor” dessa disfuncéo, porém Swank e Deitch
em 1996 concluiram que o sistema imunoinflamatorio € o verdadeiro “motor” dessa
sindrome, enquanto o intestino € um dos principais “pistdes” que impulsionam esse
“motor”.

O arsenal existente para combater bactérias é tao poderoso e envolve tantos
mecanismos de defesa diferentes que a resposta imunologica sistémica € até mais
perigosa que a propria bactéria (CARRICO, 1993).

No presente estudo adotou-se a dosagem do TNFa para aferir a ativagdo da
cascata inflamatéria decorrente da ruptura da barreira promovida pelo estresse
oxidativo induzido pela isquemia e reperfussédo e fora observado que os valores
encontrados nos subgrupos do grupo controle, C-2, C-3 e C-S, foram

respectivamente 347,1, 749,6 e 37,0 mostrando que quanto maior o tempo de
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isquemia maior fora a resposta inflamatéria com maior producdo de TNFa e entéo
guando para o0 mesmo tempo de isquemia e reperfusdo os ratos foram tratados com
alopurinol observou-se que os valores de TNFa foram nos subgrupos A-2, A-3 e A-S
de 34,1, 280,7 e 33,6 ficando demonstrado que estes valores foram menores do que
os dos subgrupos n&o tratados mostrando que o alopurinol diminui a ativagao das
citoquinas na cascata inflamatoria. E nestes achados as diferencas foram
estatisticamente significativos.

Altavilla et al. em 1998 e em 2002 correlacionaram o estresse oxidativo,
mensurado pelo método de TBARS, induzido por endotoxemia com a ativagado NF
kappa3 e mensurou TNFa. E conclui em seu estudo que a inibigcao da ativagao do
fator nuclear NF kappaf3 reduz os niveis de TNFa e reverte o choque endotdxico

Peralta et al. em 2002 no seu estudo com precondicionamento com isquemia
observaram que a inibicdo da xantina-oxidase com alopurinol atenua o dano
inflamatorio no pulmao apos isquemia e reperfuséo hepatica.

Qling et al. em 2006 utilizou a dosagem de malondialdeido e sua relagéo
com TNFa para estudar os estresse oxidativo no figado para comparar a solugéo de
Wisconsin com e sem pentoxifilina em transplante hepatico.

Lin et al. em 2004 também utilizou a dosagem de malondialdeido, TNFa e
interferon para estudar a relacdo entre o estresse oxidativo e sua ativacdo na
cascata inflamatoria em um modelo canino de transplante renal autdlogo.

Gu et al. em 2004 demonstraram em seu modelo experimental de isquemia
e reperfusdo hepatica a inibicdo do NF-kappap e do TNFa com a utilizacdo de
alopurinol. Urata et al. em 2000 em seu estudo sobre isquemia e reperfusdo em
transplante hepatico correlacionaram o tempo de isquemia com a ativacdo das
células de kupffer e a produgdo de TNFa e ainda observou através da inibicdo de
ambos que as células de Kupffer sdo diretamente responsaveis pela sindrome de
choque sistémico induzido por endotoxina e que estes efeitos sdo mediados pelo
TNFa.

Loftis et al. em 2000 afirmaram que a endotoxina das bactérias gram
negativas e a hipdxia celular podem ativar o fator-Kappap via geragdo de espécies
reativas do oxigénio e que a utilizagdo de alopurinol reduz a ativagdo do fator-
Kappaf e a producéo de TNFa. Outros autores utilizaram a relagéo entre isquemia e
reperfusdo induzindo a quebra da barreira intestinal observando a presenca de LPS

e a ativacdo do TNFa como Watanabe et al. em 2005 estudando em figado de
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macaco, Langdale et al. em 2003 estudando a sustentac&o da tolerancia ao LPS
apo6s dano da isquemia e reperfusdo em um figado previamente exposto a isquemia.

Enfim todos este estudos aqui citados confirmam a relagdo entre o estresse
oxidativo e a ativacdo da cascata inflamatoria e que ainda, o alopurinol inibindo a
xantina-oxidase inibe também a producdo de TNFa, estando deste estudo em

concordancia com a literatura, o delineamento e os achados.
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6 CONCLUSAO

No modelo proposto neste estudo de isquemia e reperfusdo de membros
caudais, em animais submetidos a 2 e 3 horas de isquemia demonstrou-se que em
relacdo ao grupo controle ocorreu aumento da lipoperoxidacdo no intestino, da
endotoxemia, da translocac&o bacteriana e dos niveis séricos de TNFa.

Quando no mesmo modelo os animais s&o tratados com alopurinol, os
achados demonstraram diminui¢do da lipoperoxidagao intestinal, da endotoxemia,
da translocacdo bacteriana e dos niveis séricos de TNFa. Assim sendo, o presente
estudo sugere que o alopurinol exerce efeito protetor aos danos causados pela

isquemia reperfusdo, mas nao sua completa inibicao.
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ANEXO 1 — PARECER DA COMISSAQ DE ETICA EM PESQUISA EXPERIMETAL

Parecer da Comiss3o de Etica em Pesquisa Experimental

Protocolo 08/04

De Comisséo de Etica em Pesquisa em Animais
Para Dr. Ricardo Zanetti Gomes

Assunto Parecer (referéncia projeto de tese)

Data 31 de agosto de 2004.

1. Titulo do projeto

Influéncia do alopurinol nos efeitos da isquemia e reperfusdo de membros caudais em
ratos Wistar

2. Relator

Dr.Jodo Eduardo Leal Nicoluzzi

3. Animais a serem utilizados

60 ratos (Rattus norvegicus albinus, Rodentia mammalia), da linhagem Wistar
Comentarios do relator: amostra satisfatéria e estatisticamente validada

4. Avaliacdo dos procedimento (s) previsto (s) :
4.1. CondicGes gerais do experimento

Comentarios do relator: Satisfatoria e de acordo com as normas do COBEA

4.2. Concepcéo ética do estudo
4.2.1. Anestesia:

Associacao xilazina 10 mg/Kg associado a Ketamina 50 mg/Kg, sob a forma de injecdo

intramuscular em regido da coxa.

Comentarios do relator: conforme recomendacdes de :American Veterinary Society Medical
Association — 2000 Report of the AVMA Panel on Euthanasia

4.2.2. Procedimento cirlrgico:

Para a laparotomia foi procedida em cada rato uma incisdo mediana xifopubica com abertura
de todos os planos da parede abdominal e exposicdo da cavidade abdominal. As alcas
intestinais foram afastadas para fora da cavidade peritonial e protegidas com gazes
esterilizadas umidecidas em solugéo salina isotdnica.

Com o auxilio de tesoura dissecou-se o periténio parietal posterior e separou-se a veia cava
da aorta infra-renal.

Ao término deste periodo todos os ratos foram novamente submetidos ao procedimento
anestésico como anteriormente descrito e apés a constatacdo da instalacdo do plano
anestésico, pela perda de reflexos nociceptivos, conforme descrito por Bacelar foram
procedidas primeiramente a coleta de sangue em volumes que induziram a eutanasia por
exanguinacdo dos ratos. A seguir foram feitas as coletas de bacgo, figado e também
linfonodos mesentéricos e segmentos intestinais.

No grupo controle, conforme demonstrado na tabela 1, os 30 ratos foram separados em trés
sub-grupos com dez ratos cada, isquemia 2 horas (C-2h), isquemia 3 horas (C-3h) e
simulacdo (C-S).

Nos grupos C-2h e C-3h foi procedido o clampeamento adrtico por duas e trés horas
respectivamente. Durante estes periodos de isquemia as bordas das feridas foram
aproximadas com trés pontos de Vicryl® 000 (Johnson & Johnson) para evitar perda de
liguido por evaporacédo. O fechamento da ferida cirirgica foi feito com sutura continua em
plano tnico com Vicryl® 000 (Johnson & Johnson) e imediatamente tratados por via oral com
soro fisiolégico. No grupo CS foi procedida somente a disseccédo da veia cava da aorta infra-
renal, tratamento com soro fisiolégico e a seguir o fechamento da ferida cirargica foi feito
como anteriormente descrito.

A hidratacdo dos animais foi mantida com solucéo salina de cloreto de s6dio a 0,9% na dose
de 3ml/kg/hora injetada por via subcutanea na regido dorsal.

No grupo alopurinol, conforme demonstrado na tabela 1, os 30 ratos foram separados em trés
sub-grupos com dez ratos cada, isquemia 2 horas (Al2h), isquemia 3 horas (AlI3h) e
simulacdo (CS).
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Nos grupos Al2h e Al3h, de forma similar ao grupo controle, foi procedido o clampeamento
aortico por duas e trés horas respectivamente. Durante estes periodos de isquemia as bordas
das feridas foram aproximadas com trés pontos de Vicryl® 000 (Johnson & Johnson) para
evitar perda de liquido por evaporacdo. O fechamento da ferida cirtirgica foi feito com sutura
continua em plano Gnico com Vicryl® 000 (Johnson & Johnson) e imediatamente tratados por
via oral com alopurinol. No grupo AS foi procedida somente a disseccédo da veia cava da
aorta infra-renal, tratamento com alopurinol e a seguir o fechamento da ferida cirtrgica foi
feito como anteriormente descrito.

A hidrata¢do dos animais foi mantida com solu¢éo salina de cloreto de sédio a 0,9% na dose
de 3ml/kg/hora injetada por via subcutanea na regido dorsal.

Comentarios do relator: satisfatério

4.2.3. Analgesia e Antibioticoterapia:

analgésico -dipirona 25 mg/rato via oral imediatamente apés o ato cirlrgico.
Comentarios do relator: satisfatério

4.2 4. Tratamentos:

A solucado de alopurinol foi preparada a partir de compridos do medicamento Zyloric® (Glaxo
Wellcome) macerados em gral e pistilo, posteriormente o p6 obtido foi pesado e solubilizado
em solucdo fisiolégica e administrada na dose de 100mg/kg para cada rato do grupo
correspondente, uma hora antes da inducao de isquemia por via oral.

Comentarios do relator: satisfatério

5. Parecer Final :

Todos os procedimentos analisados pela Comissdo de Etica em Pesquisa foram considerados
satisfatérios, sendo este protocolo autorizado para sua execucdo nas dependéncias do centro de
experimentacdo animal deste hospital.

O.%%"“‘?'

Dr.Jodo Carlos Domingues Repka
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ANEXO 2 — RESULTADOS OBTIDOS EM TRIPLICATAS NAS DOSAGENS DE
TBARS EM AMOSTRAS DE INTESTINO DE RATOS.

AMOSTRAS DE INTESTINO DE RATOS.

TABELA 16 — RESULTADOS OBTIDOS EM TRIPLICATAS NAS DOSAGENS DE TBARS EM

Ratos

Testes

Controles

Alopurinol

C-2h

C-3h

C-S

A-2h

A-3h

A-S

A|lB]|C

A|lB]|C

A|lB]|C

A|lB]|C

A|B]J|C

A|lB]J|C

O©COoO~NOOPOWN-=-

-
o

0,81 0,83 0,79
067 066 0,69
0,78 0,75 0,75
0,84 0,83 0,88
0,73 0,71 0,73
069 065 0,71
061 059 0,73
0,73 0,71 0,71
069 069 065
068 066 064

0,88 091 087
0,78 0,81 0,76
0,87 0,83 0,83
0,85 0,84 0,85
0,93 0,89 0,92
0,92 0,9 0,91
0,84 0,86 0,86
0,82 0,77 0,84
0,74 0,73 0,76
0,76 0,78 0,77

0,31 0,29 0,32
0,37 0,38 0,36
044 0,39 041
028 029 026
0,40 0,38 0,36
0,38 0,35 0,34
044 046 044
0,38 0,37 0,36
044 046 045
041 039 040

0,39 0,38 0,35
042 0,39 0,34
0,39 0,35 0,33
0,35 0,36 0,39
0,36 0,37 0,36
0,28 0,30 029
040 042 043
042 041 042
0,39 0,38 0,39
0,39 0,36 037

041 043 043
042 045 043
0,38 0,39 0,41
0,33 0,35 0,38
0,37 0,38 0,36
027 029 0,31
041 044 043
042 043 042
0,38 0,39 0,38
043 042 040

0,38 0,39 0,38
0,40 0,39 0,38
041 0,38 0,37
0,35 0,37 0,39
0,35 0,36 0,35
028 027 028
044 046 045
041 0,39 041
0,35 0,37 0,36
040 042 041

p

0,8143

0,9656

0,838

0,7318

0,7331

0,9892

Média

0,720

0,836

0,377

0,373

0,391

0,378

Desvio
padrdo

0,070

0,059

0,055

0,038

0,045

0,045
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ANEXO 3 - RELATORIOS ESTATISTICOS DAS VALIDACOES PROCEDIDAS
ENTRE OS RESULTADOS DAS DOSAGENS DE TBARS EM
TRIPLICATAS

3.1. Grupo Controle 2 horas — triplicatas A, Be C

One-way Analysis of Variance (ANOVA)

The P value is 0.8143, considered not significant.

Variation among column means is not significantly greater than expected
by chance.

Post tests

Post tests were not calculated because the P value was greater

than 0.05.

Assumption test: Are the standard deviations of the groups equal?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations with identical
SDs. This assumption is tested using the method of Bartlett.

Bartlett statistic (corrected) = 0.1238

The P value is 0.9400.

Bartlett's test suggests that the differences among the SDs is

not significant.

Assumption test: Are the data sampled from Gaussian distributions?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations that follow
Gaussian distributions. This assumption is tested using the method
Kolmogorov and Smirnov:

Group KS P Value Passed normality test?

A 0.1811>0.10 Yes
B 0.1897>0.10 Yes
C 0.1885>0.10 Yes

Intermediate calculations. ANOVA table
Source of Degrees of Sum of Mean
variation freedom squares square

Treatments (between columns) 2 0.002167 0.001083
Residuals (within columns) 27 0.1413 0.005234

Total 29 0.1435
F =0.2070 =(MStreatment/MSresidual)
Summary of Data
Number Standard
of Standard Error of
Group Points Mean Deviation Mean Median

A 10 0.7230 0.07009 0.02216 0.7100
B 10 0.7080 0.07729 0.02444 0.7000
C 10 0.7280 0.06941 0.02195 0.7200
95% Confidence Interval
Group  Minimum Maximum  From To

A 06100 0.8400 0.6729 0.7731
B 0.5900 0.8300 0.6527 0.7633
C 0.6400 0.8800 0.6784 0.7776
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3.2. Grupo Controle 3 horas — triplicatas A, Be C

One-way Analysis of Variance (ANOVA)

The P value is 0.9656, considered not significant.

Variation among column means is not significantly greater than expected
by chance.

Post tests

Post tests were not calculated because the P value was greater

than 0.05.

Assumption test: Are the standard deviations of the groups equal?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations with identical
SDs. This assumption is tested using the method of Bartlett.
Bartlett statistic (corrected) = 0.1003
The P value is 0.9511.
Bartlett's test suggests that the differences among the SDs is
not significant.
Assumption test: Are the data sampled from Gaussian distributions?
ANOVA assumes that the data are sampled from populations that follow
Gaussian distributions. This assumption is tested using the method
Kolmogorov and Smirnov:

Group KS P Value Passed normality test?

A 0.1197>0.10 Yes
B 0.1333>0.10 Yes
C 0.1754>0.10 Yes
Intermediate calculations. ANOVA table
Source of Degrees of Sumof Mean
variation freedom squares square

Treatments (between columns) 2 0.0002600 0.0001300
Residuals (within columns) 27 0.1003 0.003713

Total 29 0.1005
F =0.03501 =(MStreatment/MSresidual)

Summary of Data
Number Standard
of Standard Error of
Group  Points Mean Deviation Mean Median

A 10 0.8390 0.06454 0.02041 0.8450
B 10 0.8320 0.05996 0.01896 0.8350
C 10 0.8370 0.05813 0.01838 0.8450
95% Confidence Interval
Group  Minimum Maximum  From To

A 0.7400 0.9300 0.7928 0.8852
B 0.7300 0.9100 0.7891 0.8749
C 0.7600 0.9200 0.7954 0.8786

3.3. Resultados obtidos em triplicatas nas dosagens de TBARS em amostras de intestino de ratos —
Grupo Controle Simulagao — triplicatas A,Be C

One-way Analysis of Variance (ANOVA)

The P value is 0.8380, considered not significant.

Variation among column means is not significantly greater than expected
by chance.

Post tests



Post tests were not calculated because the P value was greater
than 0.05.

Assumption test: Are the standard deviations of the groups equal?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations with identical
SDs. This assumption is tested using the method of Bartlett.

Bartlett statistic (corrected) = 0.03156

The P value is 0.9843.

Bartlett's test suggests that the differences among the SDs is

not significant.

Assumption test: Are the data sampled from Gaussian distributions?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations that follow
Gaussian distributions. This assumption is tested using the method
Kolmogorov and Smirnov:

Group KS P Value Passed normality test?

A 0.1918>0.10 Yes
B 0.2043 >0.10 Yes
C 0.1692>0.10 Yes
Intermediate calculations. ANOVA table
Source of Degrees of Sum of Mean
variation freedom squares square

Treatments (between columns) 2 0.001140 0.0005700
Residuals (within columns) 27 0.08649 0.003203

Total 29 0.08763
F =0.1779 =(MStreatment/MSresidual)
Summary of Data
Number Standard
of Standard Error of
Group Points Mean Deviation Mean Median

A 10 0.3850 0.05462 0.01727 0.3900
B 10 0.3760 0.05777 0.01827 0.3800
C 10 0.3700 0.05735 0.01814 0.3600
95% Confidence Interval
Group  Minimum Maximum  From To

A 0.2800 0.4400 0.3459 0.4241
B 0.2900 0.4600 0.3347 0.4173
C 0.2600 0.4500 0.3290 0.4110

3.4. Grupo Alopurinol 2 h — triplicatas A, Be C

One-way Analysis of Variance (ANOVA)

The P value is 0.7918, considered not significant.

Variation among column means is not significantly greater than expected
by chance.

Post tests

Post tests were not calculated because the P value was greater

than 0.05.

Assumption test: Are the standard deviations of the groups equal?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations with identical
SDs. This assumption is tested using the method of Bartlett.

135



Bartlett statistic (corrected) = 0.5275

The P value is 0.7682.

Bartlett's test suggests that the differences among the SDs is
not significant.

Assumption test: Are the data sampled from Gaussian distributions?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations that follow
Gaussian distributions. This assumption is tested using the method
Kolmogorov and Smirnov:

A 0.3052>0.10 Yes
B 0.1605>0.10 Yes
C 0.1061 >0.10 Yes
Intermediate calculations. ANOVA table
Source of Degrees of Sum of Mean
variation freedom squares square

Treatments (between columns) 2 0.0007267 0.0003633
Residuals (within columns) 27 0.04166 0.001543

Total 29 0.04239
F = 0.2355 =(MStreatment/MSresidual)
Summary of Data
Number Standard
of Standard Error of
Group Points Mean Deviation Mean Median

A 10 0.3790 0.04122 0.01303 0.3900
B 10 0.3720 0.03360 0.01062 0.3750
C 10 0.3670 0.04244 0.01342 0.3650
95% Confidence Interval
Group  Minimum Maximum  From To

A 0.2800 0.4200 0.3495 0.4085
B 0.3000 0.4200 0.3480 0.3960
C 0.2900 0.4300 0.3366 0.3974

3.5. Grupo Alopurinol 3 h —triplicatas A, Be C
One-way Analysis of Variance (ANOVA)

The P value is 0.7331, considered not significant.

Variation among column means is not significantly greater than expected
by chance.

Post tests

Post tests were not calculated because the P value was greater

than 0.05.

Assumption test: Are the standard deviations of the groups equal?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations with identical
SDs. This assumption is tested using the method of Bartlett.

Bartlett statistic (corrected) = 0.6282

The P value is 0.7305.

Bartlett's test suggests that the differences among the SDs is

not significant
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Assumption test: Are the data sampled from Gaussian distributions?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations that follow
Gaussian distributions. This assumption is tested using the method
Kolmogorov and Smirnov:

A 0.2137>0.10 Yes
B 0.1814>0.10 Yes
C 0.1827 >0.10 Yes
Intermediate calculations. ANOVA table
Source of Degrees of Sum of Mean
variation freedom squares square

Treatments (between columns) 2 0.001327 0.0006633
Residuals (within columns) 27 0.05702 0.002112

Total 29 0.05835
F =0.3141 =(MStreatment/MSresidual)
Summary of Data
Number Standard
of Standard Error of
Group Points Mean Deviation Mean Median

A 10 0.3820 0.04962 0.01569 0.3930
B 10 0.3970 0.04877 0.01542 0.4050
C 10 0.3950 0.03866 0.01222 0.4050

95% Confidence Interval
Group  Minimum Maximum  From To

A 0.2700 0.4300 0.3465 0.4175
B 0.2900 0.4500 0.3621 0.4319
C 0.3100 0.4300 0.3673 0.4227

3.6. Grupo Alopurinol-Simulacdo-— triplicatas A,Be C
One-way Analysis of Variance (ANOVA)

The P value is 0.9892, considered not significant.

Variation among column means is not significantly greater than expected
by chance.

Post tests

Post tests were not calculated because the P value was greater

than 0.05.

Assumption test: Are the standard deviations of the groups equal?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations with identical
SDs. This assumption is tested using the method of Bartlett.

Bartlett statistic (corrected) = 0.04981

The P value is 0.9754.

Bartlett's test suggests that the differences among the SDs is

not significant.

Assumption test: Are the data sampled from Gaussian distributions?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations that follow
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Gaussian distributions. This assumption is tested using the method
Kolmogorov and Smirnov:

A 0.1925>0.10 Yes
B 0.2394>0.10 Yes
C 0.1665>0.10 Yes
Intermediate calculations. ANOVA table
Source of Degrees of Sum of Mean
variation freedom squares square

Treatments (between columns) 2 4.667E-05 2.333E-05
Residuals (within columns) 27 0.05797 0.002147

Total 29 0.05802
F =0.01087 =(MStreatment/MSresidual)
Summary of Data
Number Standard
of Standard Error of
Group Points Mean Deviation Mean Median

A 10 0.3770 0.04572 0.01446 0.3900
B 10 0.3800 0.04830 0.01528 0.3850
C 10 0.3780 0.04492 0.01420 0.3800
95% Confidence Interval
Group  Minimum Maximum  From To

A 0.2800 0.4400 0.3443 0.4097
B 0.2700 0.4600 0.3454 0.4146
C 0.2800 0.4500 0.3459 0.4101
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ANEXO 4 - RESULTADOS OBTIDOS NAS DOSAGENS DE ENDOTOXINAS

TABELA 17 — RESULTADOS OBTIDOS NAS DOSAGENS DE ENDOTOXINAS

Controles Alopurinol
Ratos C-2h C-3h CS A-2h A-3h A-S
A | B A | B A | B A | B A | B A | B
1 0,039 0,039 0,156 0,156 ND ND 0,039 0,039 ND ND ND ND
2 ND ND 0,039 0,039 ND ND ND ND 0,039 0,039 ND ND
3 ND ND 0,156 0,156 ND ND ND ND 0,078 0,078 ND ND
4 0,039 0,039 0,156 0,156 ND ND ND ND 0,039 0,039 ND ND
5 0,039 0,039 0,039 0,039 ND ND 0,039 0,039 ND ND ND ND
6 ND ND 0,156 0,156 ND ND 0,039 0,039 ND ND ND ND
7 0,156 0,156 0,156 0,156 ND ND ND ND ND ND ND ND
8 0,156 0,156 0,078 0,078 ND ND ND ND ND ND ND ND
9 ND ND 0,078 0,078 ND ND ND ND 0,039 0,039 ND ND
10 ND ND 0,078 0,078 ND ND ND ND ND ND ND ND
Média 0,0429 0,1092 Néo se 0,0117 0,0195 Nao se
Desvio padrio 0,0622 0,0513 aplica 0,0188 0,0275 aplica
Legenda:

ND = nao detectavel ( para efeito de calculos estatisticos ND=0)



ANEXO 5 - RELATORIOS ESTATISTICOS DAS COMPARAGCOES ENTRE OS
RESULTADOS DAS DOSAGENS DE ENDOTOXINA ENTRE OS
GRUPOS CONTROLE E ALOPURINOL

One-way Analysis of Variance (ANOVA)

The P value is < 0.0001, considered extremely significant.
Variation among column means is significantly greater than expected
by chance.

Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test

If the value of q is greater than 4.184 then the P value is less

than 0.05.

Mean
Comparison Difference q P value
C-2h vs C-3h -0.06630 5.882 ** P<0.01
C-2h vs C-S 0.04290 3.806 ns P>0.05
C-2h vs A-2h 0.03120 2.768 ns P>0.05
C-2h vs A-3h 0.02340 2.076 ns P>0.05
C-2h vs A-S 0.04290 3.806 ns P>0.05
C-3h vs C-S 0.1092 9.689 *** P<0.001
C-3h vs A-2h 0.09750 8.651 *** P<0.001
C-3h vs A-3h 0.08970 7.959 *** P<0.001
C-3h vs A-S 0.1092 9.689 *** P<0.001
C-S vs A-2h -0.01170 1.038 ns P>0.05
C-S vs A-3h -0.01950 1.730 ns P>0.05
C-S vs A-S 0.000 0.000 ns P>0.05
A-2h vs A-3h -0.007800 0.6921 ns P>0.05
A-2h vs A-S 0.01170 1.038 ns P>0.05
A-3h vs A-S 0.01950 1.730 ns P>0.05

Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
C-2h - C-3h -0.06630-0.1135-0.01915
C-2h -C-8 0.04290 -0.0042540.09005
C-2h - A-2h 0.03120 -0.015950.07835
C-2h - A-3h 0.02340 -0.023750.07055
C-2h - A-S 0.04290 -0.0042540.09005
C-3h -C-S 0.1092 0.06205 0.1564
C-3h - A-2h 0.09750 0.05035 0.1447
C-3h - A-3h 0.08970 0.04255 0.1369
C-3h -A-S 0.1092 0.06205 0.1564
C-S - A-2h -0.01170-0.058850.03545
C-S - A-3h -0.01950 -0.066650.02765
C-S-A-S 0.000 -0.047150.04715
A-2h - A-3h -0.007800 -0.054950.03935
A-2h - A-S 0.01170 -0.035450.05885
A-3h - A-S 0.01950 -0.027650.06665

Assumption test: Are the standard deviations of the groups equal?
ANOVA assumes that the data are sampled from populations with identical
SDs. This assumption is tested using the method of Bartlett.

Bartlett's test cannot be performed because at least one column's
standard deviation is zero.

Assumption test: Are the data sampled from Gaussian distributions?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations that follow
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Gaussian distributions. This assumption is tested using the method
Kolmogorov and Smirnov:

C-2h 0.3250>0.10 Yes
C-3h 0.3190>0.10 Yes
C-S >0.10 No
A-2h 0.4327 0.0473 No
A-3h 0.3602 >0.10 Yes
A-S >0.10 No
At least one column failed the normality test with P<0.05.
Consider using a nonparametric test or transforming the data
(i.e. converting to logarithms or reciprocals).
Intermediate calculations. ANOVA table
Source of Degrees of Sum of Mean
variation freedom squares square

Treatments (between columns) 5 0.08682 0.01736
Residuals (within columns) 54 0.06860 0.001270

Total 59 0.1554
F =13.670 =(MStreatment/MSresidual)
Summary of Data
Number Standard
of Standard Error of

Group Points Mean Deviation Mean Median

C-2h 10 0.04290 0.06221 0.01967 0.01950

C-3h 10 0.1092 0.05135 0.01624 0.1170

C-s 10 0.000 0.000 0.000 0.000

A-2h 10 0.01170 0.01884 0.005957 0.000

A-3h 10 0.01950 0.02758 0.008721 0.000

A-S 10 0.000 0.000 0.000 0.000
95% Confidence Interval

Group  Minimum Maximum  From To

C-2h 0.000 0.1560 -0.001599 0.08740
C-3h 0.03900 0.1560 0.07247 0.1459
C-S 0.000 0.000 0.000 0.000
A-2h 0.000 0.03900 -0.001776 0.02518
A-3h 0.000 0.07800 -0.0002261 0.03923
A-S 0.000 0.000 0.000 0.000
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ANEXO 6 - RESULTADOS OBTIDOS EM TRIPLICATAS NAS DOSAGENS DO
FATOR DE NECROSE TUMORAL ALFA EM AMOSTRAS DO GRUPO
CONTROLE

TABELA 18 - RESULTADOS OBTIDOS EM TRIPLICATAS NAS DOSAGENS DO FATOR DE
NECROSE TUMORAL ALFA EM AMOSTRAS DO GRUPO CONTROLE

Ratos C-2h C-3h C-S
A B C A B C A B C
1 153 163 174 650 648 636 33 32 34
2 216 226 219 716 723 715 36 37 35
3 387 374 381 733 748 698 48 45 43
4 475 482 482 830 841 795 25 28 31
5 376 378 366 623 633 626 43 41 42
6 418 422 414 725 719 715 38 36 33
7 416 418 422 901 816 809 32 29 32
8 435 422 419 775 762 754 41 39 42
9 221 232 229 682 683 656 43 44 46
10 374 361 359 986 979 912 34 33 34
p 0,9154 0,7851 0,9357
Média | 347,4 | 348,1 346,7 692,9( 686,7| 6654 34,0 33,3 34,1
Desvio
padrdo | 109,5 | 104,4 | 103,0 253,7| 247,2| 235,2 12,7 11,8 11,56
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ANEXO 7 - RELATORIOS ESTATISTICOS DAS VALIDACOES PROCEDIDAS
ENTRE OS RESULTADOS DAS DOSAGENS DE TNFoa EM TRIPLICATAS
DO GRUPO CONTROLE

7.7. Grupo Controle 2 h —triplicatas A,Be C

One-way Analysis of Variance (ANOVA)

The P value is 0.9996, considered not significant.

Variation among column means is not significantly greater than expected
by chance.

Post tests

Post tests were not calculated because the P value was greater

than 0.05.

Assumption test: Are the standard deviations of the groups equal?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations with identical
SDs. This assumption is tested using the method of Bartlett.

Bartlett statistic (corrected) = 0.03522

The P value is 0.9825.

Bartlett's test suggests that the differences among the SDs is

not significant.

Assumption test: Are the data sampled from Gaussian distributions?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations that follow
Gaussian distributions. This assumption is tested using the method
Kolmogorov and Smirnov:

A 0.2971>0.10 Yes
B 0.2503 >0.10 Yes
C 0.2483>0.10 Yes
Intermediate calculations. ANOVA table
Source of Degrees of Sum of Mean
variation freedom squares square

Treatments (between columns) 2 8467 4.233
Residuals (within columns) 27 301309 11160

Total 29 301317
F =0.0003793 =(MStreatment/MSresidual)
Summary of Data
Number Standard
of Standard Error of

Group  Points Mean Deviation Mean Median

A 10 34710 109.43 34605 381.50
B 10 347.80 104.41 33.018 376.00
C 10 346.50 102.97 32.561 373.50
95% Confidence Interval
Group  Minimum Maximum  From To

A 153.00 475.00 268.82 425.38
B 163.00 482.00 273.11 42249
C 174.00 482.00 272.85 420.15
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7.8. Grupo Controle 3 h —triplicatas A,Be C

One-way Analysis of Variance (ANOVA)

The P value is 0.7851, considered not significant.

Variation among column means is not significantly greater than expected
by chance.

Post tests

Post tests were not calculated because the P value was greater

than 0.05.

Assumption test: Are the standard deviations of the groups equal?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations with identical
SDs. This assumption is tested using the method of Bartlett.

Bartlett statistic (corrected) = 0.5356

The P value is 0.7651.

Bartlett's test suggests that the differences among the SDs is

not significant.

Assumption test: Are the data sampled from Gaussian distributions?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations that follow
Gaussian distributions. This assumption is tested using the method
Kolmogorov and Smirnov:

A 0.2008 >0.10 Yes
B 0.1736>0.10 Yes
C 0.1743>010 Yes

Intermediate calculations. ANOVA table
Source of Degrees of Sum of Mean
variation freedom squares square

Treatments (between columns) 2 5116.1 2558.0
Residuals (within columns) 27 282851 10476

Total 29 287967
F = 0.2442 =(MStreatment/MSresidual)
Summary of Data
Number Standard
of Standard Error of

Group  Points Mean Deviation Mean Median

A 10 76210 113.96 36.037 729.00

B 10 75520 10286 32.528 735.50

C 10 73160 88658 28.036 715.00
95% Confidence Interval

Group  Minimum Maximum  From To

A 623.00 986.00 680.58 843.62
B 633.00 979.00 681.62 828.78
C 626.00 912.00 668.18 795.02
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7.8. Grupo Controle-Simulagéo— triplicatas A, Be C

One-way Analysis of Variance (ANOVA)

The P value is 0.9357, considered not significant.

Variation among column means is not significantly greater than expected
by chance.

Post tests

Post tests were not calculated because the P value was greater

than 0.05.

Assumption test: Are the standard deviations of the groups equal?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations with identical
SDs. This assumption is tested using the method of Bartlett.

Bartlett statistic (corrected) = 0.3840

The P value is 0.8253.

Bartlett's test suggests that the differences among the SDs is

not significant.

Assumption test: Are the data sampled from Gaussian distributions?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations that follow
Gaussian distributions. This assumption is tested using the method
Kolmogorov and Smirnov:

A 0.1145>0.10 Yes
B 0.1168 >0.10 Yes
C 0.2572>0.10 Yes
Intermediate calculations. ANOVA table
Source of Degrees of Sum of Mean
variation freedom squares square

Treatments (between columns) 2 4867 2433
Residuals (within columns) 27 986.10 36.522

Total 29 990.97
F = 0.06663 =(MStreatment/MSresidual)
Summary of Data
Number Standard
of Standard Error of

Group  Points Mean Deviation Mean Median

A 10 37.300 6.701 2119 37.000
B 10 36.400 5929 1.875 36.500
C 10 37.200 5432 1.718 34.500
95% Confidence Interval
Group  Minimum Maximum  From To

A 25.000 48.000 32.507 42.093
B 28.000 45.000 32159 40.641
C 31.000 46.000 33.314 41.086



ANEXO 8 - RELATORIOS ESTATISTICOS DAS VALIDACOES PROCEDIDAS

ENTRE OS RESULTADOS DAS DOSAGENS DE TNFo EM
TRIPLICATAS DO GRUPO ALOPURINOL

TABELA 19 — RESULTADOS OBTIDOS EM TRIPLICATAS NAS DOSAGENS DO FATOR DE

NECROSE TUMORAL ALFA EM AMOSTRAS DO GRUPO ALOPURINOL

Ratos A-2h A-3h A-S
A B C A B C A B C

1 36 36 37 175 178 184 28 23 27
2 47 49 52 213 226 237 36 39 36
3 28 29 33 247 264 276 23 28 29
4 12 15 15 362 351 358 31 34 32
5 43 44 44 153 163 174 20 22 26
6 38 39 37 361 370 296 38 37 35
7 35 36 34 478 489 445 32 33 34
8 27 28 31 334 344 347 44 43 44
9 28 29 32 207 214 286 41 39 41
10 35 37 36 226 231 231 39 38 37
p 0,8762 0,9797 0,9592

Média 32,9 34,2 35,1 275,6 283 2834 33,2 33,6 34,1

Desvio

padrédo 9,8 9,5 9,5 103,4 102,7 83,5 7,8 7.1 5,8

8.1. Grupo Alopurinol 2h — triplicatas A,Be C

One-way Analysis of Variance (ANOVA)

The P value is 0.8762, considered not significant.
Variation among column means is not significantly greater than expected

by chance.
Post tests

Post tests were not calculated because the P value was greater

than 0.05.

Assumption test: Are the standard deviations of the groups equal?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations with identical
SDs. This assumption is tested using the method of Bartlett.

Bartlett statistic (corrected) = 0.01188

The P value is 0.9941.

Bartlett's test suggests that the differences among the SDs is

not significant.

Assumption test: Are the data sampled from Gaussian distributions?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations that follow
Gaussian distributions. This assumption is tested using the method
Kolmogorov and Smirnov:

A 0.1848 >0.10
B 0.1751>0.10 Yes
C 0.2327>010 Yes
Intermediate calculations. ANOVA table
Source of Degrees of Sum of

Yes

Mean
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variation freedom squares square

Treatments (between columns) 2 24467 12.233
Residuals (within columns) 27 2487.4 92126

Total 29 2511.9
F =0.1328 =(MStreatment/MSresidual)

Summary of Data
Number Standard
of Standard Error of

Group Points Mean Deviation Mean Median

A 10 32900 9.803 3.100 35.000

B 10 34200 9508 3.007 36.000

C 10 35100 9480 2998 35.000
95% Confidence Interval

Group  Minimum Maximum  From To

A 12.000 47.000 25.888 39.912
B 15.000 49.000 27.399 41.001
C 15.000 52.000 28.319 41.881

8.2. Grupo Alopurinol 3h — triplicatas A,Be C

One-way Analysis of Variance (ANOVA)
The P value is 0.8762, considered not significant.

Variation among column means is not significantly greater than expected

by chance.
Post tests

Post tests were not calculated because the P value was greater

than 0.05.

Assumption test: Are the standard deviations of the groups equal?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations with identical
SDs. This assumption is tested using the method of Bartlett.

Bartlett statistic (corrected) = 0.01188
The P value is 0.9941.

Bartlett's test suggests that the differences among the SDs is

not significant.

Assumption test: Are the data sampled from Gaussian distributions?
ANOVA assumes that the data are sampled from populations that follow
Gaussian distributions. This assumption is tested using the method

Kolmogorov and Smirnov:

A 0.1848>0.10 Yes
B 0.1751>0.10 Yes
C 0.2327>010 Yes
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Intermediate calculations. ANOVA table
Source of Degrees of Sum of Mean
variation freedom squares square

Treatments (between columns) 2 24467 12.233
Residuals (within columns) 27 2487.4 92.126

Total 29 2511.9
F =0.1328 =(MStreatment/MSresidual)
Summary of Data
Number Standard
of Standard Error of

Group Points Mean Deviation Mean Median

A 10 32900 9.803 3.100 35.000
B 10 34200 9508 3.007 36.000
C 10 35100 9480 2.998 35.000

95% Confidence Interval
Group  Minimum Maximum  From To

A 12.000 47.000 25.888 39.912
B 15.000 49.000 27.399 41.001
C 15.000 52.000 28.319 41.881

8.3. Grupo Alopurinol-Simulac¢édo — triplicatas A, Be C

One-way Analysis of Variance (ANOVA)
The P value is 0.9592, considered not significant.

Variation among column means is not significantly greater than expected

by chance.
Post tests

Post tests were not calculated because the P value was greater

than 0.05.

Assumption test: Are the standard deviations of the groups equal?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations with identical
SDs. This assumption is tested using the method of Bartlett.

Bartlett statistic (corrected) = 0.7626
The P value is 0.6830.

Bartlett's test suggests that the differences among the SDs is

not significant.

Assumption test: Are the data sampled from Gaussian distributions?
ANOVA assumes that the data are sampled from populations that follow
Gaussian distributions. This assumption is tested using the method

Kolmogorov and Smirnov:

A 0.1395>010 Yes

B 0.1835>0.10 Yes

C 0.1095>010 Yes
Intermediate calculations. ANOVA table
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Source of Degrees of Sum of Mean
variation freedom squares square

Treatments (between columns) 2 4,067 2.033
Residuals (within columns) 27 13149 48.700

Total 29 1319.0
F =0.04175 =(MStreatment/MSresidual)
Summary of Data
Number Standard
of Standard Error of

Group Points Mean Deviation Mean Median

A 10 33200 7.843 2480 34.000

B 10 33600 7.121 2.252 35.500

C 10 34100 5.820 1.841 34.500
95% Confidence Interval

Group  Minimum Maximum  From To

A 20.000 44.000 27.590 38.810
B 22.000 43.000 28506 38.694
C 26.000 44.000 29937 38.263
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ANEXO 9 - RELATORIOS ESTATISTICOS DAS COMPARAGOES ENTRE OS
RESULTADOS DE TODAS AS DOSAGENS DE TBARS ENTRE OS
GRUPOS CONTROLE E ALOPURINOL

One-way Analysis of Variance (ANOVA)

The P value is < 0.0001, considered extremely significant.

Variation among column means is significantly greater than expected
by chance.

Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test

If the value of q is greater than 4.087 then the P value is less

than 0.05.
Mean
Comparison Difference q P value
C2hvs C 3h -0.1163 12.002 *** P<0.001
C 2hvs CS 0.3427 35.354 *** P<0.001
C 2hvs A 2h 0.3470 35.801 *** P<0.001
C 2hvs A 3h 0.3283 33.875*** P<0.001
C 2hvs AS 0.3413 35.216 *** P<0.001
C3hvsCS 0.4590 47.356 *** P<0.001
C3hvs A 2h 0.4633 47.803 *** P<0.001
C3hvs A 3h 0.4447 45.877 *** P<0.001
C 3hvs AS 0.4577 47.218 *** P<0.001
CSvs A 2h 0.004333 0.4471 ns P>0.05
CSvs A 3h -0.01433 1.479 ns P>0.05
CS vs AS -0.001333 0.1376 ns P>0.05
A 2h vs A 3h -0.01867 1.926 ns P>0.05
A 2h vs AS -0.005667 0.5846 ns P>0.05
A 3h vs AS 0.01300 1.341 ns P>0.05
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
C2h-C3h -0.1163 -0.1559 -0.07672
C2h-CS 0.3427 0.3031 0.3823
C2h-A2h 0.3470 0.3074 0.3866
C2h-A3h 0.3283 0.2887 0.3679
C2h-AS 0.3413 0.3017 0.3809
C3h-CS 0.4590 0.4194 0.4986
C3h-A2h 0.4633 0.4237 0.5029
C3h-A3h 0.4447 0.4051 0.4843
C3h-AS 0.4577 0.4181 0.4973
CS-A2h 0.004333 -0.035280.04394
CS-A3hn -0.01433 -0.053940.02528
CS-AS -0.001333 -0.040940.03828
A2h-A3h -0.01867 -0.058280.02094
A2h-AS -0.005667 -0.045280.03394
A 3h-AS 0.01300 -0.026610.05261

Assumption test: Are the standard deviations of the groups equal?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations with identical
SDs. This assumption is tested using the method of Bartlett.

Bartlett statistic (corrected) = 14.221

The P value is 0.0143.

Bartlett's test suggests that the differences among the SDs is

significant.

Since ANOVA assumes populations with equal SDs, you should consider
transforming your data (reciprocal or log) or selecting a

nonparametric test.
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Assumption test: Are the data sampled from Gaussian distributions?
ANOVA assumes that the data are sampled from populations that follow
Gaussian distributions. This assumption is tested using the method

Kolmogorov and Smirnov:

C2h 0.

1416 >0.10 Yes

C3h 0.1292>0.10 Yes

CS 0.

1119>0.10 Yes

A2h 0.1415>010 Yes
A3h 0.1669>0.10 Yes

AS 0.

1632>0.10 Yes

Intermediate calculations. ANOVA table
Degrees of Sum of Mean

6.545

Source of
variation freedom squares square
Treatments (between columns) 5
Residuals (within columns)
Total 179 7.035
F = 464.45 =(MStreatment/MSresidual)
Summary of Data
Number Standard
of Standard Error of

Group  Points Mean Deviation

30 0.7197 0.07034 0.01284 0.7100
30 0.8360 0.05887 0.01075 0.8400
30 0.3770 0.05497 0.01004 0.3800
30 0.3727 0.03823 0.006980 0.3800
30 0.3913 0.04485 0.008189 0.4050
30 0.3783 0.04473 0.008166 0.3800

Mean

95% Confidence Interval

Minimum Maximum

0.5900 0.8800 0.6934
0.7300 0.9300 0.8140
0.2600 0.4600 0.3565
0.2800 0.4300 0.3584
0.2700 0.4500 0.3746
0.2700 0.4600 0.3616

From To

1.309

174 0.4904 0.002818

Median
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ANEXO 10 - RELATORIOS ESTATISTICOS DAS COMPARACOES ENTRE 0S
RESULTADOS DE TODAS AS DOSAGENS DE TNFa ENTRE OS

GRUPOS CONTROLE E ALOPURINOL

One-way Analysis of Variance (ANOVA)

The P value is < 0.0001, considered extremely significant.
Variation among column means is significantly greater than expected
by chance.

Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test

If the value of q is greater than 4.087 then the P value is less

than 0.05.

Mean
Comparison Difference q P value
C 2hvs C 3h -402.50 31.597 *** P<0.001
C2hvs CS 310.17 24.349 *** P<0.001
C 2hvs A 2h 313.50 24.611 *** P<0.001
C 2h vs A3h 66.467 5.218 ** P<0.01
C 2h vs AS 313.50 24.611 *** P<0.001
C3hvsCS 712.67 55.946 *** P<0.001
C 3hvs A 2h 716.00 56.208 *** P<0.001
C 3hvs A3h 468.97 36.815*** P<0.001
C 3hvs AS 716.00 56.208 *** P<0.001
CSvs A 2h 3.333 0.2617 ns P>0.05
CS vs A3h -243.70 19.131 *** P<0.001
CS vs AS 3.333 0.2617 ns P>0.05
A 2h vs A3h -247.03 19.393 *** P<0.001
A 2h vs AS 0.000 0.000 ns P>0.05
A3h vs AS 247.03 19.393 *** P<0.001
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
C2h-C3h -402.50 -454.56 -350.44
C2h-CS 31017 258.11 362.22
C2h-A2h 313.50 261.44 365.56
C 2h - A3h 66.467 14.410 118.52
C2h-AS 313.50 261.44 365.56
C3h-CS 712.67 660.61 764.72
C3h-A2h 716.00 663.94 768.06
C 3h-A3h 468.97 416.91 521.02
C3h-AS 716.00 663.94 768.06
CS-A2h 3.333-48.724 55.390
CS-A3h -243.70 -295.76 -191.64
CS-AS 3.333-48.724 55.390
A 2h - A3h 247.03 -299.09 -194 .98
A2h-AS 0.000 -52.057 52.057
A3h - AS 247.03 194.98 299.09

Assumption test: Are the standard deviations of the groups equal?
ANOVA assumes that the data are sampled from populations with identical
SDs. This assumption is tested using the method of Bartlett.

Bartlett statistic (corrected) = 350.45

The P value is < 0.0001.

Bartlett's test suggests that the differences among the SDs is

extremely significant.

Since ANOVA assumes populations with equal SDs, you should consider
transforming your data (reciprocal or log) or selecting a

nonparametric test.

Assumption test: Are the data sampled from Gaussian distributions?



ANOVA assumes that the data are sampled from populations that follow
Gaussian distributions. This assumption is tested using the method

Kolmogorov and Smirnov:

C2h 0.2463 0.0525 Yes
C3h 0.1329>0.10 Yes
CS 0.1274>0.10 Yes
A2h 0.1038>0.10 Yes
A3h 0.1462>0.10 Yes
AS 0.1038>0.10 Yes
Intermediate calculations. ANOVA table
Source of Degrees of Sum of Mean
variation freedom squares square

Treatments (between columns) 5 1.196E+07 2393790
Residuals (within columns) 174 847030 4868.0

Total 179 1.281E+07
F =491.74 =(MStreatment/MSresidual)
Summary of Data
Number Standard
of Standard Error of

Group Points Mean Deviation Mean Median

C2h 30 34713 10193 18610 377.00
C3h 30 74963 99.649 18.193 724.00
CS 30 36.967 5846 1.067 36.000
A2h 30 33633 6.744 1.231 34.500
A3h 30 280.67 93.609 17.091 255.50
AS 30 33.633 6.744 1.231 34.500

95% Confidence Interval

Group  Minimum Maximum  From To

153
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ANEXO 11 - RESULTADOS OBTIDOS EM TRIPLICATAS NAS PESQUISAS DE
BACTERIAS INDICADORAS DE TRANSLOCACAO BACTERIANA
INDICADA PELO NUMERO DE ISOLAMENTOS OBTIDOS EM CADA
TESTE

TABELA 20 — RESULTADOS OBTIDOS EM TRIPLICATAS NAS PESQUISAS DE BACTERIAS
INDICADORAS DE TRANSLOCACAO BACTERIANA INDICADA PELO NUMERO
DE ISOLAMENTOS OBTIDOS EM CADA TESTE

Controles Alopurinol
Ratos C-2h | C-3h | C-S A-2h | A-3h | A-S
A|B|[C A B C A B C A B C A B C A|[B]|C
1 1 1 1 2 2 2 1 1 1 1 1 1 3 3 3 1 1 1
2 1 1 1 4 4 4 0 0 0 1 1 1 3 3 3 0 0 o
3 1 1 1 4 4 4 0 0 0 1 1 1 2 2 2 0 0 o0
4 1 1 1 33 3 0 0 0 O 0 o0 1 1 1 0 0 O
5 o o o 3 3 3. 0 0 0 0O O 0 2 2 2 0 o0 o0
6 1 1 1 3 3 3 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 O
7 o o o 3 3 3 0 O O O O O 4 4 4 0 o0 o0
8 1 1 1 3 3 3 0 0 0 1 1 1 3 3 3 0 0 O
9 1 1 1 3 3 3 0 0 0 1 1 1 3 3 3 0 0 O
10 1 1 1 2 2 2 0 0 0 1 1 1 2 2 2 0 0 o0
Média 0,8 3 0,1 0,7 2,4 0,1
Desvio
padrao 0,42 0,67 0,32 0,48 0,97 0,32
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ANEXO 12 - RELATORIOS ESTATISTICOS DAS COMPARACOES ENTRE 0S

RESULTADOS DAS AVALIACOES DE TRANSLOCACAO

BACTERIANA ENTRE OS GRUPOS CONTROLE E ALOPURINOL

One-way Analysis of Variance (ANOVA)

The P value is < 0.0001, considered extremely significant.

Variation among column means is significantly greater than expected
by chance.

Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test

If the value of g is greater than 4.184 then the P value is less

than 0.05.

Mean
Comparison Difference q P value
C-2h vs C-3h -2.200 12.084 *** P<0.001
C-2h vs C-S 0.7000 3.845 ns P>0.05
C-2h vs A-2h 0.1000 0.5493 ns P>0.05
C-2h vs A-3h -1.600 8.788 *** P<0.001
C-2h vs A-S 0.7000 3.845 ns P>0.05
C-3h vs C-S 2.900 15.928 *** P<0.001
C-3h vs A-2h 2.300 12.633 *** P<0.001
C-3h vs A-3h 0.6000 3.296 ns P>0.05
C-3h vs A-S 2.900 15.928 *** P<0.001
C-S vs A-2h -0.6000 3.296 ns P>0.05
C-S vs A-3h -2.300 12.633 *** P<0.001
C-S vs A-S 0.000 0.000 ns P>0.05
A-2h vs A-3h -1.700 9.337 *** P<0.001
A-2h vs A-S 0.6000 3.296 ns P>0.05
A-3hvs A-S 2.300 12.633 *** P<0.001
Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To
C-2h - C-3h -2.200 -2.962 -1.438
C-2h -C-S 0.7000 -0.06171 1.462
C-2h - A-2h 0.1000 -0.6617 0.8617
C-2h - A-3h -1.600 -2.362 -0.8383
C-2h - A-S 0.7000 -0.06171 1.462
C-3h -C-S 2.900 2.138 3.662
C-3h - A-2h 2.300 1.538 3.062
C-3h - A-3h 0.6000 -0.1617 1.362
C-3h-A-S 2.900 2.138 3.662
C-S - A-2h -0.6000 -1.362 0.1617
C-S-A-3h -2.300 -3.062 -1.538
C-S-A-S 0.000-0.7617 0.7617
A-2h - A-3h -1.700 -2.462 -0.9383
A-2h - A-S 0.6000 -0.1617 1.362
A-3h - A-S 2.300 1.538 3.062

Assumption test: Are the standard deviations of the groups equal?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations with identical
SDs. This assumption is tested using the method of Bartlett.

Bartlett statistic (corrected) = 17.621

The P value is 0.0035.

Bartlett's test suggests that the differences among the SDs is

very significant.

Since ANOVA assumes populations with equal SDs, you should consider
transforming your data (reciprocal or log) or selecting a
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nonparametric test.
Assumption test: Are the data sampled from Gaussian distributions?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations that follow
Gaussian distributions. This assumption is tested using the method
Kolmogorov and Smirnov:

C-2h 0.4824 0.0191 No
C-3h 0.3000>0.10 Yes
C-S 0.5241 0.0082 No
A-2h 0.4327 0.0473 No
A-3h 0.2327>0.10 Yes
A-S 0.5241 0.0082 No

At least one column failed the normality test with P<0.05.
Consider using a nonparametric test or transforming the data
(i.e. converting to logarithms or reciprocals).

Intermediate calculations. ANOVA table

Source of Degrees of Sum of Mean
variation freedom squares square

Treatments (between columns) 5 75.083 15.017
Residuals (within columns) 54 17.900 0.3315

Total 59 92.983
F =45.302 =(MStreatment/MSresidual)

Summary of Data

Number Standard
of Standard Error of
Group Points Mean Deviation Mean Median
C-2h 10 0.8000 04216 0.1333 1.000
C-3h 10 3.000 0.6667 0.2108 3.000
C-Ss 10 0.1000 0.3162 0.1000 0.000
A-2h 10 0.7000 0.4830 0.1528 1.000
A-3h 10 2400 0.9661 0.3055 2.500
A-S 10 0.1000 0.3162 0.1000 0.000
95% Confidence Interval
Group  Minimum Maximum  From To
C-2h 0.000 1.000 0.4984 1.102
C-3h 2.000 4.000 2523 3.477
C-S 0.000 1.000 -0.1262 0.3262
A-2h 0.000 1.000 0.3545 1.046
A-3h 1.000 4.000 1.709 3.091

1.000 -0.1262 0.3262



