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RESUMO

Este estudo tern por objetIvo avaliar as alterayoes da penneabilidade vascular
decorrentes das reayoes inflamat6rias induzidas pelo acido acetico a 10%, em
ratos Wistar, pela dosagem do azul de Evans, atraves de micrometodo
~spectrofotometrico, e correlacionar as alterayoes histol6gicas, durante urn
periodo de 36 dias. Forarn utilizados 120 ratos Wistar, machos, com pesos
cornpreendidos entre 146,1 a 336,0 g . Os animais foram subdivididos em 2
grupos: Grupo I (colite induzida) com 90 ratos que sofreram a instilayao de 0,5
rnl do acido por via retal e acornpanhados por 36 dias; Grupo n (control e)
com 30 ratos que receberam a instilayao de 0,5 ml de soluyao fisiol6gica e
acompanhados por tres dias. Os animais foram divididos em subgrupos de 10
ratos cada. Para a avaliayao do modelo foram realizadas dosagens plasmaticas
~ teciduais do azul de Evans e £linda avaliayao histol6gica do c610n.nos dias
1°, 2°, 3°, 5°, 7°, 9°, 16°, 21° e 36°, para Grupo I, e nos dias 1°, 2° e 3° para 0
Grupo II. Todos os animais foram inoculados atraves da veia peniana com azul
de Evans a 2,5% na dose de 20 rng/kg, 8 horas antes do periodo pre-
determinado para 0 sacrificio. Nos periodos pre-determinados os animais
foram subrnetidos a coleta de amostra de sangue para determinayao plasmMica
do azul de Evans e ap6s 0 sacrificio foram obtidos fragmentos colonicos para a
detenninayao das concentrayoes do azul de Evans teciduais e avaliayao
histologica. Utilizou-se fonnamida durante 24 horas a 22°C para a extrayao do
azul de Evans do tecido colonico. As quantificayoes foram efetuadas frente a
uma soluyao padrao de azul de Evans 2,5%, em leitor de ELISA com filtro de
620 nm de comprimento de onda, com coeficiente de correlayao (r) de
0,99539 para as leituras plasmMicas e de 0,98424 para as leituras em extratos
de fragmentos de colon. Os resultados das dosagens do azul de Evans dos
fragmentos colonicos do Grupo I no primeiro dia foram de 97,24 Jlg!g de
tecidQ, que se normalizaram no nono dia ( 51,64 Jlg!g ) e manteve-se ate 0
ttigesimo sexto dia, quando comparados ao Grupo controle. Nao foram
observadas alterayoes nas concentrayoes plasmMicas do corante na vigencia
do processo inflamatorio colonico induzido. Os resultados obtidos permitiram
concIuir que foi possivel avaliar as alterayoes da permeabilidade vascular nas
reayoes inflamatorias induzidas no colon de ratos e que hOllve correlayao ( r=
0,7002 ) entre as alterayoes histologicas e as dosagens colonicas do azul de
Evans tecidual.
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• ABSTRACT

The aim of tllls study is to evaluate the changes in vascular permeability in
Wistar rats due to inflammatory reaction induced by acetic acid 10 %, using
Evans blue to measure tllls changes and to correlate the results with the
histopathological pattems. One hundred and twenty males rats, were used,
with body weight varying from 146,1 to 336,0 g. The animals were divided in
two groups: Group I ( induced colitis group ) with 90 rats which were
instilated with 0,5 ml of acetic acid through the rectum, and followed up
during 36 days period. Group II ( control group) with 30 animals which were
instilated with 0,5 ml of normal saline solution and followed up by 3 days
period. Both groups were subdivided in subgroups of 10 rats each. For the
evaluation of this experiment model was determine the plasmatic and tissual
concentrations of Evans blue plus the histological evaluation of the colon at
day 1st, 2nd, 3rd, 5th, 7th, 9th, 16th, 21st and 36th of Group I and day 1st,
2nd and 3rd of group II. 20 mg/kg of 2,5% Evans blue solution was injected
through the penis vein 8 hours before the time of sacrifice. In the
predetermined days, the blood was withdrawn from the animals for the
determination of plasmatic concentration of Evans blue and after the sacrifice,
colonic samples were obtained for the determination of tissual concentration
and also for histological evaluation. The extraction of Evans blue from the
colonic tissue were obtained with formamide at 22°C during 24 hours. The
quantification were done relating with a standard 2,5% Evans blue solution, in
a ELISA reader, with 620 nm wave length filter. The correlation coefficient (r)
was 0,99539 and 0,98424 for the plasmatic and colonic tissue respectively.
The mean concentration value of Evans blue ill colonic tissue at the first day
was 97,24 Jig/g, which got to normal at 9th day (51,64 Jig/g) as compare
with the control Group, thereafter it estabilized until the 36th day. There was
no changes in plasmatic concentrations of Evans blue during induzed acetic
acid colitis. The results obtained allowed to conclude that it was possible to
evaluate vascular permeability changes with Evans blue, during the induced
colonic inflammatory reaction in rats and that there was correlation (r= 0,7002
) between the mstological changes and tissue concentrations of the blue dye .

..
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IINTRODU(:AO

As doen~as illflamat6rias cronicas inespecificas intestinais

apresentam na fase aguda rea~6es inflamat6rias, com caracteristicas

similares aquelas encontradas nos diferentes tecidos, ern resposta a uma

lesao tecidual (MACPHERSON e PFEIFFER, 1976). Essa lesao pode ser

causada por bacteria, trauma, agente quimico ou calor (ROBBINS,

COTRAN e KUMAR, 1991). A histamina jlmtamente com outras

substmlcias humorais, sao liberadas do tecido lesado para os liquidos

circunjacentes. Isso aumenta 0 fluxo sangiiineo local, aumentando tambem

a permeabilidade dos capilares, permitindo que proteinas extravasem para

os tecidos.

A primeira descri~ao conhecida de inflama~ao, data de cerca

de 1550 a.C., vem do EdWin SmIth Papyrus, que foi um dos papiros

egipcios achados numa turnba nos arredores de Tebas citado por

WILHELM em 1982.

A inflama~ao foi considerada como doell~a ate 1794, quando

Hunter convenceu a comunidade medica que estas altera~6es teciduais eram

uma resposta inespecifica evocada por todas as fonnas de lesao, sendo tanto

proposital como benefica por nahlreza (ROBBINS, COTRAN e KUMAR,

1991).

Sao quatro os sinais cardeais de inflama~ao descritos por

Cornelius Celsus: 0 calor, 0 nlbor, 0 tumor e a dOL Virchow acrescentou

um qumto sinal, a perda de fi.lI1~ao(WILHELM, 1982) 0 calor local e 0

nlbor resultam do aumento da microcircula~ao em torno da area lesada 0
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tumor e caracterizado pelo edema produzido pelo escape de liquido,

proteina e celllias do plasma, dos vasos sangiiineos para os tecidos

perivasculares. A dor pode ser induzida por prostaglandillas quando ha

liberac;ao slmultanea de bradicinina ou serotonina, ou quando ha aumento

da tensao tissular devido ao edema (VANE, 1976).

As manifestac;5es locais da inflamac;ao aguda mostram

nitidamente os tres componentes da resposta inflamat6ria: alterac;5es no

fluxo vascular e no calibre dos vasos, alterac;5es da permeabilidade vascular

e exsudac;ao leucocit<iria.

Sob condic;5es fisiol6gicas, 0 endotelio dos capilares e a

porc;ao proximal das venulas formam urna membrana selnipermeavel que

pennite a livre passagem de agua e pequenas moleculas de urn lado para

outro do endotelio, mas que, normalmente impede a passagem de protein as

plasmaticas. De acordo com a teoria de STARLING citado por GUYTON

em 1977, 0 equilibrio dos fluidos atraves de uma barreira endotelial e

mantido pela pressao onc6tica das proteinas plasmaticas. Ocorre na

inflamac;ao, nitido movimento dos fluidos para dentro dos tecidos, que tem

sido estimado como sendo cinco a sete vezes maior do que num vasa

normal. 0 exsudato fluido de inflamac;ao contem caracteristicamente 1 a 6

g de protein as plasmMicas por 100 ml.

Os fatores que podem estar euvolvidos na formac;ao do

exslldato san: aumento na pressao hidrostatica, aumento do fluxo sangUineo

atraves da rede local e alterac;5es na permeabilidade da parede vascular, este

parece ser 0 fator resultante de uma mediac;ao bioquimica.
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Para se avaliar a penneabilidade vascular num processo

inflamat6rio, disp5em-se de tecnicas como: quantifica~ao do conteudo

aquoso do tecido inf1amado,mensura~ao do escape de albumina marcada

com 0 iodo radioativo num sitio inflamat6rio, marca~ao vascular com

carbono coloidal (MAJNO e PALADE, 1961 citados por ROBBINS,

COTRAN e KUMAR, 1991; COTRAN, SUTER e MAJNO, 1967) e

avalia~ao do extravasamento de corantes injetados por via endovenosa,

como 0 azul de Evans (T-1824), azul Celeste de Pontamina 6BX e azul de

Tripan (STEELE e WILHEM, 1966; UDAKA, TAKEUCHI e MOVAT,

1970; REIS, OKINO, ROCHA e SILVA, 1971; LUNDBERG e SARrA,

1982 e 1983; SARIA, LUNDBERG, SKOFITSH e LEMBECK, 1983;

RINKEMA, BEMIS e FLEISH, 1984; SZABO, BROWN, TRIER e

SCHNOOR, 1985; SZABO, PlHAN e TRIER, 1986; WOODS, SMITH e

GRAHAM, 1988; ROGERS, BELVISI, AURSUDKlJ, EVANS e

BARNES, 1988; ROGERS, BOSCHETTO e BARNES, 1989;

MCMAHON, LEWIN, ANAND, GHATEI e BLOOM, 1989; LOUIS,

JAMIESON, RUSSELL e DOCKRAY, 1989; FINCK, MASHBURN,

KOTTKE e ORSZULAK, 1989; BACCARO, MARIANO e MALUCELLI,

1990; NISHIKAWA, IKEDA, FUKUDA, SUZUKI e OKUBO, 1990;

HAAS, NAKANISHI, MACMILLAN, JORDAN e HU, 1992; OBATA,

KOBAYASHI, OKADA, NAKAGAWA, TERAWAKl e AlSIDTA, 1992;

BROKAW e WHITE,1992).

o azul de Evans tern sido utilizado em fun~ao de algumas

caracteristicas conhecidas sua alta afinidade pela albumina (RAWSON,

1943, LEVEEN e FISHMAN, 1947; FREEDMAN e JOHNSON, 1969) e
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inocuidade (LINDERKAMP, MADER, BUTENANDT e RIEGEL 1977;

WOODS, SMITH e GRAHAM, 1988). Estao descritas suas aplica~6es para

determina~ao do volume plasmMico (GREGERSEN, 1944; CASTER,

SIMON e ARMSTRONG, 1955; HUANG e BONDURANT, 1956;

PARVING, KLEBE e INGOMAR, 1973; LINDERKAMP, MADER,

BUTENANDT e RIEGEL, 1977) e estudo da distribui~ao da albumina

(FREINKEL, SCHREINER, ATHENS, HIATT e BREESE, 1954).

Diversos modelos experimentais de processos inflamat6rios

induzidos por agentes quimicos tem sido avaliados pelo azul de Evans, que

se combina a albumin a plasmMica, formando um complexo corante-

albumin a que extravasa atraves da barreira endotelial lesada (STEELE e

WILHELM, 1966).

Varios autores utilizaram diferentes agentes indutores na

tentativa de reproduzir experimentalmente um processo inflamat6rio

colonico, similar a doen~a humana, com aferi~6es baseadas nos aspectos

histol6gicos (MACPHERSON e PFEIFFER, 1978; MORAES, 1987;

MORRIS, BECK, HERRIDGE, DEPEW, SZEWCZUK e WALLACE,

1989; OKAYASU, HATAKEYAMA, YAMADA, OHKUSA, INAGAKI e

NAKA YA, 1990) ou nas dosagens de metab6litos do acido araquid6nico

(SIMMONS, SALMON e MONCADA, 1983; SHARON eSTENSON,

1985; VILLASECA, SALAS, GUARNER, RODRIGUEZ e

MALAGELADA, 1990).
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1 1 OBJETIVO

o objetivo deste estudo foi verificar a eficacla do azul de Evans

pelo micrometodo espectrofotometrico na avaliay30 da permeabiljdade

vascular da cohte induzida pelo acido acetico a 10%, via retal em ratos

Wistar, e tambem verificar se as concentTayOeS do azul de Evans coI6mco

estariam relacionadas com as alterayoes hjsto16gicas nas diferentes fases cia

cohte induzida nos animais.
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2 REVISAo DA LITERATURA

Entre as tecmcas disponiveis para 0 estudo da permeabilidade

vascular, atraves da detennina~ao da quantidade de protein a exsudada,

destaca-se a utiliza~ao do azul de Evans. Essa tecnica foi utilizada em varios

rnodelos experimentais de processos inflamat6rios, devido a sua alinidade pela

albumin a, que forma urn complexo. corante-albumina, capaz de ultrapassar a

barreira endotelial.

RAWSON em 1943, utilizando os corantes azul de Evans (T-

1824), azul de Tripan, azul celeste de Niagara, azul celeste de Niagara 6B

homogeneizados com proteina plasmatica human a e avaliados por metodo

eletroforetico, observou que 0 azul de Evans na concentra~ao de 0,004%

combinava-se completamente com a albumin a, determinando grande afinidade

deste corante por esta proteina.

NOBLE, GREGERSEN, PORTER, BUCKMAN em 1945, ap6s

estudarem as curvas de tempo e concentra~ao do T-1824, como era entao

conhecido 0 azul de Evans, em pacientes normais e com varios tipos de les5es,

observaram a saida do complexo corante-albumina da circula~ao. Concluiram

que havia aumento da saida do corante da circula~ao sangiiinea nos pacientes

quelmados e com peritonite, relacionando a exsudayao plasmatica com a

a1tera~ao da permeabilidade vascular.
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CASTER, SIMON, ARMSTRONG em 1955, compararam a

concentrayao do azul de Evans em varios tecidos e no plasma de ratos Wistar.

Injetaram 2 ml do azul de Evans a 1% pela veia caudal, e em tempos pre-

determinados, recolheram amostras de diversos tecidos. Ap6s a extrayao do

corante, obtiveram os seguintes resultados: 16% no plasma, 30% na pele, 13%

no musculo, 12% no figado, 9% no esqueleto e 20% nos outros tecidos.

Concluiram que estes resultados poderiam estimar 0 volume plasmatico de urn

determinado tecido.

STEELE e WILHELM em 1966, produziram reayoes

inflamat6rias na pele de cobaias com agentes quimicos como: xylol, benzeno,

tetracloreto de carbono e acido acetico glacial, onde estudaram a

permeabilidade vascular atraves da injeyao endovenosa do azul de Evans na

dose de 30 mg/kg de peso. Relataram que a inoculayao dos agentes agressores

produzia aumento da permeabilidade vascular, e que 0 eritema formado nao

era devido somente a vasodilatayao local, mas tambem estava relacionado ao

aumento da permeabilidade vascular, como demonstrou a exsudayao do azul

de Evans.

UDAKA, TAKEUCHI e MOVAT em 1970, elaboraram urn

metodo fisico-quimico para quantificar 0 aumento da permeabilidade

vascular. Utilizaram coelhos albinos e ratos Wistar, injetando por VIa

endovenosa 60 mg/kg do azul de Evans e tambem utilizaram cobaias,

injetando nestas, 20 mg/kg do corante. Posteriormente, foram induzidas lesoes

inflamat6rias na pele com diferentes mediadores destas lesoes. Retiraram

amostras de pele com lesao e ap6s a extrayao do corante com formamida,
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foram realizadas leituras em espectrofotometro com filtro de 620 run de

compnmento de onda e obtiveram curvas de tempo de evolu~ao e

extravasamento do corantc. Evidenciaram assim, as trocas durante a

permeabilidade vascular ao corante. Os autores conc1uem que os resultados

permitem demonstrar que 0 metodo pode avaliar quantitativamente 0 aumento

da permeabilidade vascular, frente a rea~oes imuno16gicas e lesoes

inflamat6rias.

REIS, OKINO e ROCHA E SIT.-VA em 1971, avaliaram os

efeitos farmacol6gicos das bradicininas e outras cininas na permeabilidade

vascular em parede abdominal de ratos, utilizando 0 azul de Evans. Os

resultados demostraram que 0 aumento da permeabilidade vascular estava

numa rela~ao direta com 0 aumento da dose das cininas.

LUNDBERG e SARIA em 1983, estudaram os efeitos da fuma~a

do cigarro, a irrita~ao mecamca (intuba~ao traqueal), a a~ao direta de agentes

quimicos (eter, formalina, histamina, bradicinina e capsaicina) e a estimula~ao

vagal na mucosa da traqueia e arvore bronquica de ratos Sprague-Dawley,

utilizando 0 azul de Evans. Conc1uiram que a a~ao direta dos agentes

irritantes, causava edema subepitelial das vias aereas, demonstrado pelo

extravasamento do azul de Evans e quando os animais eram pre-tratados com

capsaicina, por via subcutanea, a permeabilidade vascular estava reduzida ou

abolida.
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SARIA, LUNDBERG, SKOFITSCH e LEMBECK em 1983,

estudaram 0 extravasamento proteico em diversos tecidos de ratos e cobaias,

sob a a~ao de diferentes substancias como capsaicina, bradicinina, serotonin a,

histamina, substfu1cia P e agress5es por antigen os, utilizando 0 azul de Evans

na dose de 20 mglkg por via endovenosa. Os tecidos dos animais que sofreram

a a~ao dos agelltes, foram comparados com urn grupo controle. Os autores

concluiram que apos a determina~ao quantitativa do azul de Evans, todos os

orgaos dos animais submetidos a a~ao de autacoides, tiveram maiores niveis

de corante, quando comparados ao grupo controle, determinados peIo aumento

da permeabilidade vascular com conseqiiente extravasamento proteico.

SZABO, BROWN, TRIER e SCHNOOR em 1985, estudaram a

permeabilidade vascular utilizando 0 azul de Evans, em ratos Sprague-Dawley,

apos a instila~ao de etanol na cavidade gastrica. Demonstraram 0

extravasamento do corante e a presen~a deste no conteudo gastrico.

FLORES, MELO e FERREIRA em 1988, utilizaram modeIo

experimental de infarto de miocardio em ratos Wistar e avaliaram 0

extravasamento proteico com 0 corante azul de Evans, para quantificar a lesao

miocardica induzida. Apos a produ~ao de infarto por ligadura coronariana, 0

cora~ao dos animais foi removido em diferentes intervalos de tempo. 0

corante foi extraido com formamida e os resultados obtidos por

espectrofotometria. Os autores revelaram que as areas de infarto apresentavam

urn aumento progresslVo da quantidade do corante, ao que chamaram de

IIinfarto azul".
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ROGERS, BELVISI, AURSUDKIJ, EVANS e BARNES em

1988, estudaram as intera~5es dos neuropeptideos sobre a permeabilidade

microvascular nas vias aereas de cabalas, utilizando 0 azul de Evans como

demarcador deste fenomeno. Verificaram enmo, que as taquicininas, atraves

de estimulos sobre os receptores em celulas endoteliais, aurnentavam a

permeabilidade microvascular.

ROGERS, BOSCHETTO e BARNES em 1989, estudaram 0

efeito do fator de ativa~ao plaquetario (PAF) sobre as vias aereas superiores de

cobaias, onde causam exsuda~ao proteica e transuda~ao luminal, com 0 azul

de Evans e albumina marcada com radioisotopo, fazendo uma correla~ao dos

resultados. Obtiveram urna correla~ao significativa entre a exsuda~ao dos

marcadores, conc1uindo que ambos poderiam ser usados na determina~ao da

permeabilidade vascular a proteina. Definiram ainda que 0 metodo poderia ser

usado para avaliar a a~ao humoral e neural no mecanismo da inflama~ao das

vias aereas de cobaias, sendo tambem valido para indicar as drogas com

potencial terapeutico da asma.

ROGERS, DIJK e BARNES em 1990, estudaram a exsuda~ao

plasmatica determmada pela bramcinina em vias aereas superiores de cobaias,

utilizando as propriedades do corante azul de Evans como marcador.

Conc1uiram que a bradicinina produzia urn extravasamento proteico, e que

utilizando 0 fator ativador plaquetario ocorreria uma inibi~ao, inicialmente na

fase precoce, mas com maior intensidade na fase tardia.
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HAAS, NAKANlSHI, MACMILLAN, JORDAN e HU em 1992,

aproveitando as propriedades do azul de Evans, estudaram num modelo

orofacial experimental de intlama~ao aguda em ratos Sprague-Dawley,

fazendo avalia~ao morfometrica do tluxo de neutr6filos para confinnar a lesao

que foi induzida com 6leo de mostarda a 20%. Os resultados foram obtidos

atraves da analise morfometrica, com contagem de neutr6filos, e por

detennina~ao da permeabilidade vascular, com leitura espectrofotometrica do

azul de Evans extravasado. Relataram que 0 metodo era facilmente

reproduzivel, devido aos resultados mostrarem valores significativamente mais

elevados do extravasamento proteico em compara~ao com 0 gropo controle.

Varios autores utilizaram-se de diversos agentes para induzir uma

colite em animais de experimenta~ao, tais como: substaucias quimicas, fatores

imuno16gicos, bacterias e outros. Porem, todos depararam com a dificuldade

de se obter lesoes cronicas bem definidas, pois esses modelos apresentam

freqiientemente lesoes agudas superficiais e transit6rias, embora possam ter

algumas semelhan~as com as doen~as intlamat6rias colonicas em humanos.

ORIOL PALOU, HALPERN, ZWElBAUM, MORARD, VEYRE

e ABADIE em 1967, produziram em ratos, previamente imunizados com

rouco colonico de caes, colite atraves de auto-anticorpos. Obtiveram lesoes

colonicas graves, similares a doen~a inflamat6ria colonica do homem.
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ZWEIBAUM, MORARD e HALPERN em 1968, obtiveram

les5es intlamat6rias colonicas em ratos imunizados com diferentes cepas de

Escherrchw coho Produziram nos animais les5es com evolw;ao cronica e

histologia compativeis com a colite em hurnanos.

SOMMERS e WARREN em 1955, produziram em ratos atraves

da irradia~ao, les5es similares a colite ulcerativa do homem, com presen~a de

abscessos cripticos. A desvantagem deste metodo foi a ocorrencia de les5es

em outros 6rgaos.

MARCUS e WATT em 1969, produziram urn modelo

experimental de colite em ratos e cobaias, com a utiliza~ao do musgo da

Irlanda em solu~ao aquosa, degradado ou nao, oferecida diariamente com

agua.

MAcPHERSON e PFEIFFER em 1978, apresentaram urn

modelo experimental de colite difusa em ratos pela instila~ao de acido acetico

a 10%, por via retal. Ap6s avalia~5es histol6gicas verificaram que as les5es

obtidas eram similares em alguns aspectos com a doen~a humana.

CHESTER em 1985, obteve les5es intlamat6rias no c6lon de

ratos, que se caracterizavam por edema, infiltra~ao leucocitaria

polimorfonuclear, ulcerayao e necrose, atraves da instila~ao de peptideos

quimiotaxicos por via retal e endovenosa.
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MORAES em 1987, reproduzindo estudos de MACPHERSON e

PFEIFFER (1978), induziu colite em ratos atraves da instilayao de acido

acetico a 10% por VIaretal. A avaliayao histo16gica nos periodos de induyao e

reparo, demonstrou que as lesoes eram compativeis com a doenya inflamat6ria

do c6lon em humanos e que 0 modelo era de facil reproduyao.

MORRIS, BECK, HERRIDGE, DEPEW, SZEWCZUK e

WALLACE em 1989, descreveram urn modelo experimental de cobte em ratos

pela instilayao por via retal de acido 2,4,6-trinitrobenzenosulfonico dissolvido

em etanol a 50%, obtendo lesoes inflamat6rias que persistiam por 8 semanas.

OKAYASU, HATAKEYAMA, YAMADA, OHKUSA,

INAGAKI e NAKA YA em 1990, obtiveram lesoes inflamat6rias intestinais

em ratos atraves do dextran sulfato de s6dio oferecido aos animais na forma de

soluyao com agua na rayao diana. As lesoes produzidas tinham caracteristicas

agudas e cronicas.
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3 MATERIAL E METODO

3.] DELlNEAMENTO DO EXPERlMENTO

o presente estudo foi realizado no laborat6rio de Microbiologia e

Imunologia da Faculdade Evangelica de Medicina do Parana.

Tern por escopo a investiga.;ao da penneabilidade vascular do

processo inflamat6rio num modelo experimental de colite difusa induzida por

acido acetico a 10% em ratos Wistar, atraves da detennina.;ao

espectrofotometrica do azul de Evans extravasado no tecido colonico. Os

resultados foram relacionados com as altera.;oes histo16gicas do processo

inflamat6rio induzido.

Foram adotadas as Nonnas para Apresenta.;ao de Trabalhos da

Universidade Federal do Parana (1992), nonnas para referencias bibliognmcas

de titulos e peri6dicos da Associa.;ao Brasileira de Normas Tecnicas (NBR-

6023) (1989), Nomina Anatomica Veterinaria (1983) bem como os principios

eticos na experimenta.;ao animal propostas pelo InternatIOnal Councr/ for

Laboratory Animal SCience (1990).

3.2 AMOSTRA

Foram utilizados 120 ratos albinos machos,(Rattus norverglcus,

Rodentw, mammaha, da linhagem Wistar- TECP AR), com peso variando entre

]46,] a 336,0 g

3.2.1 Preparo da amostra

Os animais foram distribuidos em 2 grupos. Grupo I - colite

induzida: com 90 animais nos quais procedeu-se a instila.;ao do acido acetico
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glacial a 10% por via retal~ Grupo II - controle: com 30 ratos, onde se

procedeu a instila~ao de solu~ao fisiol6gica (0,9% de NaCl) por via retal. Os

grupos foram divididos em subgrupos de 10 animais cada, seguindo os

periodos pre-estabelecidos para 0 sacrificio.

o Grupo I dividido em subgrupos l°dia, 2°dia, 3°dia, 5°dia, 7°

dia, 9°dia, 16°dia, 21°dia e 36°dia, e 0 Grupo II em l°dia, 2°dia, 3°dia,

periodos estes nos quais foram retiradas amostras de tecido colonico e sangue

para posterior aferi~ao.

Os animais foram identificados individualmente e dispostos em

caixas com 10 ratos, permanecendo durante todo 0 experimento albergados no

laborat6rio em temperatura ambiente, tendo livre acesso a ra~ao balanceada

para especie, Nuvital@, e agua ate a data do sacrificio, conforme recomendam

ROMERO e FUENZALIDA (1989).

Os ratos foram deixados em jejum por 24 horas antes do inicio

do experimento e entao submetidos a urn preparo intestinal, pela instila~ao por

via retal de 20 ml de solu~ao fisiol6gica, estando 0 animal em decubito ventral

supino, imobilizado pela cauda, sem anestesia. Utilizou-se urn cateter nitmero

6 de pohetileno medindo 9 cm de comprimento com multiplos orificios, a cada

3 mm, numa extensao de 5 cm da extremidade distal que estava fechada e

conectada a sua extremidade proximal urna seringa de 20 mI.

Todos os ratos foram pesados em balan~a eletronica, HELMAC

HM@ 3600, e registrados os valores antes do periodo pre-detenninado para 0

sacrificio.
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3.3 ORGAN1ZAc;AO DO METODO

3.3.1 Preparo das soluyoes e reagentes

3 3.1.2 Soluyao do azul de Evans

Foi preparada uma soluyao do azul de Evans a 2,50/0 (P/v),

MERCK@ artigo 3169, em soluyao fisiol6gica, num volume suficiente para

todo 0 experimento. A soluyao resultante apresentava 20 mg/mI, sendo filtrada

em membrana esterelizante de 0,22 J.l, MILLIPORE@, e conservada em

temperatura de 4°C.

3.3 .1.3 Soluyao de hidrato de eloral a 10%

Foi utilizada lUna soluyao de hidrato de eloral, REAGEN@, a

10% (P/v) em soluyao fisiol6gica e filtrada em membrana esterilizante

MILLIPORE@, com porosidade de 0,22 J.l.

3.3 .1.4 Formamida

Utilizou-se Formamida, MERCK@ artigo 9684.1000 para

extrayao do azul de Evans das amostras colonicas.

3.3.1.5 Formalina

Preparada a 10% (v/v), a partir de Fonnaldeido, RIEDEL@, em

agua destilada. Empregada para fixayao das amostras colOnicas com posterior

processamento histoI6gico.
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3.3.1.6 Acido acetico a 10%

Elaborada a 10% (v/v), com acido acetico REAGEN@, em

soluyao fisiol6gica. Foi usada para induyao da colite.

3.3.2 lnduyao do processo inflamat6rio

3.3.2.1 Grupo I - colite induzida

Ap6s 24 horas de jejum alimentar e preparo intestinal, os animais

foram pesados e anestesiados, utilizando-se hidrato de cloral a 10%, a dose de

3 ml/kg por peso, administrada intraperitonealmente no quadrante inferior

esquerdo do animal. Com 0 animal em deciIbito ventral supino, induziu-se a

colite pela instilayao por via retal de 0,5 ml de acido acetico glacial a 10%,

segundo 0 metodo proposto por MORAES em ]987, atraves do meSillOcateter

utilizado para 0 preparo intestinal, tendo em sua extremidade proximal

conectada seringa de 1 ml.

3.3.2.2 Grupo II - controle

Com 0 animal em decubito ventral supino, instilou-se 0,5 m] de

soluyao fisiol6gica por via retal, utilizando-se para isso 0 mesmo cateter usado

para induyao da colite.
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3.3.3 Inocula~ao do azul de Evans

Foi realizada a inocula~ao do azul de Evans em todos os animais

dos Grupo I e II, 8 horas antes do sacrificio. 0 rato sob efeito anestesico do

hidrato de cloral a 10%, foi colocado em decubito dorsal. 0 penis foi

tracionado e a veia peneana puncionada com agulha numero 13x4,5 mID. A

seguir foi injetada a solu~ao do azul de Evans na dose de 20 mg/kg de

peso, segundo 0 metodo usado por BORDON DE CORY ALAN em J994.

Figura 1 - Aspecto ilustrativo da inoculayao do azul de Evans atraves da veia peneana do
rata



3.3.4 Obtenyao da amostra de plasma e fragmento de colon

3.3.4.1 Obtenyao da amostra de plasma

Com 0 animal sob efeito de anestesia inalatoria, induzida atraves

de eter sulfUrico comercial, foi rea]izada punyao intracardiaca atraves da

parede tonicica com agulha l1lirnero 25x7 mm e seringa de 10 ml previamente

heparinizadas, obtendo-se em media de 8 ml de sangue por animal, que foram

centrifugados a 4.000 rpm por 10 minutos. Desprezado 0 sedimento, foi

separado 0 plasma e mantido a -20oC para posterior leitura

espectrofotom etrica.

Figura 2 - Aspecto ilustrativo do plasma obtido ap6s a inocula~o do azul de Evans
comparado com 0 plasma sem 0 corante.
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3.3.4.2 Obtenyao do fragmento de colon

Os ratos foram sacrifieados, atraves da inalayao Ietal de eter

sulfUrico eomereial, e a seguir, com 0 animal em decubito dorsal e

extremidades fixadas, foi realizada incisao mediana xifopubica, abertura da

cavidade abdominal, secyao da sinfise pubiana e exposiyao do colon, sendo

retirada amostra de 5 em a partir do anus.

Figura 3 - Aspecto maerosc6pieo da peya eolonica ressecada, eorada mais intensamente
pelo azul de Evans nos loeais onde existe permeabilidade vascular

3.3.5 Processamento do fragmento de colon

A abertura da peya foi realizada ao longo do seu major eixo pela

borda antimes enteri ca. as residuos feells e sangiiineos foram retirados com

jatos de soluyao fisiologica .
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3.3.5 Processamento do fragmento de c6lon

A abertura da peya [oi realizada ao longo do seu maior eixo pela

borda antimesent6rica. Os residuos fecais e sangilineos foram retirados com

jatos de soluyao fisi016gica.

3.3.5.] Processo de extrayao do azul de Evans do fragmento de c610n

Secclonou-se 3 cm da amostra colonica, que [oram pesadas em

balanya eletronica e colocadas em tudo de ensaio, acrescentando-se a esta,

formarnida na proporyao de 4 mIl g de peso da amostra. Esta soluyao foi

deixada por 24 horas a temperatura de 22°C. Findo este periodo, os tubos

foram agitados mecanicamente, por ] 5 segundos em agitador PHOENIX@

modelo AT 56. 0 corante extraido pela formamida foi conservado a

temperatura de -20°C para posterior leitura espectTofotom6trica.

Figura 4 - Aspectos ilustrativos do azul de Evans extraido pela formamida dos fragmentos
co16nicos
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3.3.5.2 Processamento histol6gico do fragmento de c610n

Obteve-se 2 em da amostra inicial de c610n? que foi estirada e

fixada sobre superficie de papel cartao e a seguir submersas em formalina.

Ap6s decorridos 48 horas os fragmentos foram submetidos a tecnica

histol6gica de rotina que consistiu em:

a. Desidrata~ao;

b. Diafaniza~ao;

c. Infiltra~ao em parafina e emblocamento;

d. Microtomia;

e. Hidrata~ao;

f. Colora~ao com metodo usual de hematoxilina-eosina (H.E.),

recorrendo-se a solu~ao de hematoxilina de HARRIS para a colora~ao nuclear

e a solu~ao aquosa de eosina amarelada a 1% para a colora~ao citoplasmMica

(MICHALANY,1980);

g. Montagem da lamina.

Para leitura histol6gica, foi utilizado 0 microsc6pio 6ptico

COllum.

3.4 METODO DE AFERI<;Ao

3 4 I Determina~ao da curva padrao do azul de Evans em solu~ao fisiol6gica

Tomou-se uma aliquota da solu~ao do azul de Evans a 2,5% (item

3.3.] .2), para padroniza~ao do metodo de microleitura espectrofotometrica.



TabeJa f - Prepara~o das diluiyoes da solu~o paddio do
Id E 1- fl'l"
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Nesta solU9ao calculou-se 0 coeficiente de extinyao a um filtro de

620 nm de comprimento de onda, £rente a urn branco de formarnida, nas

diluiyoes compreendidas entre 1/5,000 a 1/1.500 (tabela 1), utilizando leitor de

micro-placas de ELISA - BIO TEK BT-IOO,

azu e vans em so uc;ao S10 oglca,

VOLUME DE VOLUME DE
DlLUI<;AO SO LUS:AO SOLU<;AO

FlSIOLOGICA PADRAO AZUL
( p.1 ) DE EVANS (Ill)

1/ 1 500 500 1000
1/2.000 ) 000 1000
1/2 500 ] 500 J 000
1/ 3 000 2000 1000
1/3.500 2500 1000
1/ 4 000 3000 1000
1/4 500 3.500 1000
1/ 5 000 4000 1000

Figura 5 - Foto do leitor de micro-placas de ELISA - BIG TEK BT-IOO.
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Ap6s obten~ao das densidades 6ptieas, os resultados foram

submetidos a analise de regressao linear para se obter a equa~ao da reta e 0

eoefieiente de eorrela~ao ( r ) entre as densidades 6ptieas e as eoneentra~5es

do azul de Evans.

3.4.2 Detennina~ao da eurva padrao do azul de Evans em plasma

Submeteu-se a solu~ao do azul de Evans a 2,5% a uma sene de

dilui~5es em plasma de ratos nao envolvidos com 0 experimento.

Caleulou-se 0 eoefieiente de extin~ao a urn filtro de 620 nrn de

eomprimento de onda, frente a urn braneo de plasma de ratos, nas dilui~5es

eompreendidas entre 1/256 a 1/4096 (tabela II) utilizando urn leitor de miero-

plaeas de ELISA.

Tabela II - Prepara<;:ao das dilui<;:oesda solu<;:aodo azul de Evans em plasma de
ratos

DILUlc;AO VOLUME DE PLASMA
DE RATOS (J.11)

VOLUME DE SOLUC;AO
PADRAO DO AZUL DE EVANS (J.11)

I/ 256
I/512

1/ I 024
1/ 2 048
1/ 4 096

1000
1000
1000
1000
1000

1000
1.000
1000
1000
1000

reVla 1/128
reVla 1/256
reVla 1/512
reVla I /1024
reVla 1/2048

Ap6s a obten~ao das densidades 6ptieas, os resultados foram

submetidos a analise de regressao linear, para se obter a equa~ao da reta e 0

eoefielente de eorrela~ao ( r ) entre as densidades 6ptieas e as eoneentra~6es

do azul de Evans.
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3.4.3 Aferiyao do azul de Evans no fragrnento de colon

Das amostras de formamida com 0 corante azul de Evans,

extraido do fragmento de colon, colocou-se 150 J..lIde cada amostra, com

auxilio de wna pipeta autom<itica GILSON@, em cada orificio da placa de

Terazaki CORNlNG@ e realizou-se aferiyao espectrofotometrica em leitor de

ELISA com fi]tro de 620 nm de comprimento de onda. Foi utilizada solu~ao de

formamida como branco para 0 teste.

As leituras obtidas foram extrapoladas na curva padrao da solu~ao do azul de

Evans em solu~ao fisiologica e as concentra~oes das amostras ca1culadas em

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

3.4.4 Aferiyao do azul de Evans na amostra de plasma

As amostras plasm Micas foram descongeladas a temperatura ambiente.

Utilizando pipeta automMica, foram realizadas dilui~oes com solu~ao

fisiologica e distribuiu-se 150 J..lI de cada amostra nos orificios da placa de

Terazaki e posteriormente determinou-se espectrofotometricamente as

densidades opticas, em leitor de ELISA com filtro de 620 nm de comprirnento

de onda. Foi utilizado plasma de ratos nao inoculados com azul de Evans,

como branco para a leitura. As leitura obtidas foram extrapoladas na curva

padrao da solu~ao do azul de Evans em plasma e calculadas as concentrayoes

das amostras em microgramas por mililitro.

3.4.5 Aferi~ao histologica do fragmento de colon

As lfuninas com os cortes histologicos foram aferidas seguindo-se os

criterios de gradua~ao histologica da indu~ao e do reparo da lesao proposto

por MORAES em 1987, como segue Has tabelas III e IV respectivamente.



Tabela m-Graduayao histol6gica - Induyao

GRAU ASPECTOS HISTOLOGICOS

0 mucosa normal

I espessamento mucoso por edema,
cnptas alongadas de base dIlatada,
degenerac;ao celular eplteh.al focal,
exsudato pohmorfonuclear, edema, hemorragla e dIlatac;ao iInf<itlca no conon,
muscular da mucosa dIssocmda por edema,
edema, dIlatac;ao, congestiio vascular, margmac;ao leucocltana na submucosa

II mucosa adelgac;ada.
cnptas encurtadas de base dIlatada.
degenerac;ao celular epltehal,
realce das fibras colagenas na submucosa (por edema e tumefac;iio das fibras)

ill mucosa com extenso dcsapareclIDento de cnptas,
cnptas remanescentes lsoladas.
presenc;a de pseudomembranas fibnno-leucocltanas em areas de erosiio do
eplteho de SUperfiClCsem depressao,
cxsudato pohmorfonuclear. hemorragla recente

IV mucosa com ulcerac;ao superficial (profundIdade tUnica mucosa),
aspecto hlahno homogeneo da mucosa (areas de desapareclmento de cnptas),
exsudato polunorfonuclear e hemorragIa acentuados na submucosa

V ulcerac;ao profunda (atlllge tumca submucosa),
restos celulares necrotlcos desprendendo-se para a luz,
Ilhas de mucosa mllamada,
exsudato pohmorfonuclear acentuado na submucosa,
desapareClmento da muscular da mucosa,
edema e exsudato pollIDorfonuclear na carnada muscular propna.
tecldo conJunllvo prohferado na submucosa com miclO de orgaruzac;ao
(prohferac;ao de vasos capllares, fibroblastos e mfiltrado monomorfonuclcar)

VI ulcerac;ao profunda (atmge tUnica muscular propna),
fragmentos de tecldo necrotlco e exsudato fibnno-leucOCltano descarnados para a
luz,
tecldo de granulac;ao na submucosa

29



30

Tabela IV - Graduayao histo16gica - Reparo

GRAD

e

d

c

b

a

ASPECTOS HISTOLOGICOS

ulcera~ao profunda (atinge turuca muscular pr6pna).
fragmentos de tCCldo necr6t1co e exsudato fibnno-leuCOC1wno descamados para a
luz,
tecldo de granula~ao na submucosa

redu~ao da profund1dade da wceras (nivel submucoso).
cnptas regeneratlvas adJacentes,
submucosa nca em vasos capllares neoformados,
mfiltrado mflamat6no IDlStO,pobmorfo e monomorfonuclear,
hemossldenna

malOr reduc;ao da profund1dade do leltO ulceroso e reepltelm19ao na penfena.
cnptas adJacentes tortuosas, eplteho pseudo-extratlficado. muco redUZldo e
IrutOSesna base das cnptas,
submucosa nca em vasos neoformados,
mfiltrado mflamat6no monomorfonuclear predommante

reepltehzayao da superficle mucosa com mcorporac;ao de areas lllahnas.
mfiltrado mflamat6no submucoso monomorfonuclear, d1screto

rcepltehzayao da superficle mucosa,
cnptas col6nicas refeltas,
submucosa com focos de fibrose reSidual (sequela),
ausencla de mfiltrado mflamat6no,
vasos ectasmdos na submucosa (sequela)

3.5 AVALIA<;Ao ESTATfsTICA

3.5.1 Analise de regressao 1mear e corre1ayao

Para a validayao dos resultados espectrofotometricos das

amostras p1asmciticas e co16nicas frente as respectivas curvas padr5es de

calibrayao, empregou-se a analise de corre1ayao para obtenyao dos

coeficlentes de correlayao ( r ) (BOX, HUNTER e HUNTER, 1978).
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Ap6s a obten~ao das aferi~5es histol6gicas e espectrofotometricas

do Grupo I, a partir do 7° dia de observa~ao, empregou-se tambem a analise de

regressao linear e correla~ao(r) para comparar estes resultados.

Em uma primeira etapa de calculos, transformou-se a escaJa

nominal dos achados histol6gicos, a partir do 7° dia de observa~ao, em escaJa

numerica pela atribui~ao de fatores de corre~ao (figura 6) (BOX, HUNTER e

HUNTER, 1978).

(0) (1) (2) (3) (4) (5)
I II III IV V VI

Escala 1

a b c d e
(0) (1) (2) (3) (4)

(0) (4) (8) (12) (16) (20)
I II III IV V VI

Escala 2

a b c d e
(0) (5) (10) (15) (20)

Figura 6 - Demonstrativo das escalas para transforma9ao os valores nominais das
altera90es histol6gicas, em valores numericos

Para obter os valores da Escala 2, tomou-se os fatores 4 e 5 nas

paralelas da Escala 1 e permutou-se 0 produto destes pelos valores atribuidos

de 0 a 5 e 0 a 4.

A partir desses novos valores obteve-se medias histol6gicas

numericas, representativas das aJtera~5es microsc6picas observadas nos

fragmentos colonicos.
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3.5.2 Amilise de Variancia

Com 0 prop6sito de comparar os resultados medios das aferi~5es

do azul de Evans col6nico do Grupo I, no 7°, 9°, 16°, 21° e 36° mas, adotou-se

os seguintes crirerios:

1. as resultados medios que se encontravam entre os valores de

referencia, obtidos no estudo de BaRDON DE COR VALAN (1994), foram

considerados normais;

2. as resultados que nao se encontravam entre estes valores, foram

submetidos ao student-t test (BOX, HUNTER e HUNTER, 1978), para avaliar

se a diferen~a numerica entre estes era significativa.

3.5.3 CaIculo de media e desvio padrao

Executados automaticamente atraves de calculadora Casio@ F705-

px.



4 RESULTADOS
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4 RESULTADOS

4.1 CUR VA PADRAO DO AZUL DE EVANS

4 1.1 Curva padrao do azul de Evans em solu9ao fisiol6gica

Os valores de densidade 6ptica obtidos nas di]ui90es da solu9ao

padrao do azul de Evans em solU9ao fisiol6gica em re]a9ao com as

concentra90es das mesmas foram analisadas e obteve-se indice de correla9ao

( r ) de 0,98424. Os valores apresentados na tabela V foram usados como

referencia.

Tabela V - Relayao entre concentrayao do azul de
Evans da soluyao padrao e densidade 6ptica a 620 nm
frente a soluyao fisiol6gica como branco

Concentra~oes (~g/ml) Densidade 6ptica

16,66 0,290
12,50 0,214
10,00 0,180
8,33 0,132
7,14 0,093
6,25 0,078
5,55 0,033
5,00 0,027
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A correlayao obtida entre as divers as concentrayoes da solw;ao

padrao em soluyao fisiol6gica e os respectivos valores de densidade 6ptica,

estao demonstrados na figura 7.

E 0,3
c:
~ 0,25
CD

C'Cl 0,2
u...g. 0,15
G>
'0

C'Cl 0,1
'0
III
; 0,05
'0

° 5 5,55 6,25 7,14 8,33 10 12,5

concentra~ao do azul de Evans (Jjg/ml)

coeficlente de correla~o ( r ) = 0,98424
equ~ao de regressao ( y ) = a + bx
a = 3,3312
b = 42.70
y=33312+42,70x

16,66

Figura 7 - Distribuiyao gratica e correlayao ( r ) entre as
concentrayoes do padrao do azul de Evans ( Ilglml ) e densidades
6pticas a 620 run - Curva padrao de calibrayao para determinayoes
teciduais
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4.1.2 Curva paddio do azul de Evans em plasma

Foram analisados os valores das densidades 6pticas obtidos nas

dilui~5es da solu~ao padrao em plasma, em rela~ao com as concentra~5es das

mesmas para 0 estudo do indice de correla~ao ( r ) dos dados. Foram obtidos

nas di]ui~5es da solu~ao padrao em plasma urn coeficiente de correl~ao ( r )

de 0,99539. as valores apresentados na tabela VI foram utilizados como

referencia.

Tabela VI - Concentrayao do azul de Evans da
soluyao padrao e densidade 6ptica frente a urn filtro de
620 nm de comprimento de onda tendo como branco a
soluyao fisiol6gtca

Concentra~ao ( IJg/ml )

97,65
48,82
24,41
12,20

Densidade 6ptica

0,618
0,337
0,105
0,036

A curva de correla~ao obtida entre as concentra~5es do azul de

Evans da solu~ao padrao e os respectivos valores de densidade 6ptica estao

demonstrados na figura 8.
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0,7

Ec: 0,6
CI
N
CD 0,5
l'Cl
I.,)

~0,4
-0

-8 0,3
l'Cl~
'in 0,2c:
G>~ ° 1,

°12,2 24,41 48,82

concentra~o do azul de Evans (~g1ml)

coeficlente de correlaryao ( r) = 0,99539
equac;ao de regressao ( y ) = a + bx
a=-0,04191
b = 13,9363
Y= -O,0.J191 + 13,9363

97,65

Figura 8 - Distribui~ao gnifica da correla~ao ( r ) entre as
concentra~5es do padrao do azul de Evans ( J.lglml ) e densidades
6pticas a 620 om - Curva padrao de calibr~ao para determinacr5es
plasmciticas

Neste estudo utilizou-se 120 ratos divididos em 2 grupos os quais

foram analisados em subgrupos. Durante 0 experimento nao foram observados

6bitos dos animais. A seguir serao apresent.ados os result.ados obtidos em cada

grupo
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4.2 GRUPO I - COLITE INDUZIDA

4.2.1 Peso do animal

Neste grupo foi induzida a colite em 90 ratos, cujos pesos esHio

demonstrados na tabela VII.

TABELA VII - Demonstrativo dos pesos (g) dos animais submetidos a indu~ao de colite
peto acido acetico a 10% - Grupo I - colite induzida

Rato I°Dia 2°Dia 3°Dia SODia 7°Dia 9°Dia 16°Dia 21°Dia 36°Dia

1 185,50 180,20 219,90 177,10 246,80 215,00 245,20 255,70 299,60
2 195.00 196,40 176,70 225,30 246,70 248.70 287,40 275.40 297,20
3 190,00 170,70 186.70 189,20 212,20 252,90 278,20 258,00 292,50
4 189,50 160,50 224,00 205,10 246,50 250,70 282,00 251,40 282,90
5 176,60 224,80 ]56,70 167,60 ]86,50 270.30 278,20 267.40 283,90
6 197.10 187,30 146.10 239,30 146,50 226,30 283,00 262,40 306,20
7 191,80 220,40 186,60 236,80 232,40 197,40 276.20 277,00 317,70
8 192,30 203.30 211,80 193,10 299.70 215,50 258.00 260,30 309,20
9 215,50 185,10 163,40 245,50 207,60 257,10 206,00 292,30 306,40
10 190,60 201,70 162,30 215,80 226.60 243,10 264,00 264,70 299,60

42.2 Dose do azul de Evans

Os animais foram subrnetidos a urn preparo intestinal, e apos

realizada indu~ao da colite pela instila~ao de 0,5 ml de acido acetico glacial

a 10% por via retal e 8 horas antes de cada periodo pre-detenninado para 0

sacrificio, foi administrado azul de Evans a 2,5% atraves da veia peniana, na

propor~ao de 20 mg/kg de peso do animal, obtendo-se os volumes observados

na tabela VIII.
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TABELA vm - Volumes do azul de Evans (ml) inoculados, na dose de 20 mglkg de
peso de cada animal, at raves da veia peneana - Grupo I - colite induzida

Rato I°Dia rDia 3°Dia SODia 7°Dia 9°Dia 16°Dia 21°Dia 36°Dia

1 0,17 0,12 0,17 0.14 0,19 0.17 0.19 0,20 0,23
2 0,15 0,15 0,14 0,18 0,19 0,19 0,22 0,22 0,23
3 0,15 0,13 0,15 0,15 0,16 0,20 0,22 0,20 0,23
4 0,14 0,14 0,18 0,16 0,19 0,20 0,22 0,20 0,22
5 0,18 0,14 0,12 0.13 0,14 0.21 0,22 0,21 0,22
6 0,16 0,13 0,12 0,19 0,11 0.18 0,22 0,20 0,24
7 0,18 0,14 0,15 0,18 0,18 0,18 0,22 0,22 0,25
8 0.17 0,16 0.17 0,15 0,23 0,17 0,20 0,20 0.24
9 0,18 0.16 0,13 0,19 0,16 0,20 0.16 0,23 0,24
10 0,15 0,17 0,13 0,17 0,18 0,19 0,21 0,21 0,23

4.2.3 Peso do fragmento de colon

Apos decorridos 8 horas da administra~ao do azul de Evans, os

ammms foram sacrificados nos periodos pre-determinados e coletados os

fragmentos col6nicos, obtendo-se os pesos observados na tabela IX.

TABELA IX - Peso (g) dos fragmentos col6nicos, obtidos quando do sacrificio dos
animais - Grupo I - colite induzida

Rato I°Dia ZODia 3°Dia SODia 7°Dia 9°Dia 16°Dia 21°Dia 36°Dia

1 0.44 0,65 0.78 0,41 0,45 1.03 0,81 0,29 0,58
2 0,30 0,40 0,67 0,52 0.61 0.49 0,42 0.21 0,62
3 0,47 0,63 0,71 0,56 0,47 0,63 0,43 0,35 0,28
4 0,46 0,47 0,66 0,46 0.77 0,62 0,50 0,40 0,44
5 0,23 0,58 0,68 0,99 0,45 0,58 0,45 0,19 0,38
6 0,32 0,30 0,49 0,57 0,47 0,51 0,59 0,42 0,76
7 0,61 0,36 0.75 0,69 0.92 0.45 0.50 0,46 0,65
8 0.52 0.61 0.53 0.70 0.50 0,53 1,01 0,22 0.31
9 0,47 0,54 0.56 0.61 0,61 0,87 0,49 0,19 0.46
10 0,44 0,33 0,65 0,54 0,80 0,52 0,59 0.33 0.37
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4.2.4 Volume de fonnanllda

Aos fragmentos colonicos foi acrescentado formamida, para a

extrar;ao do azul de Evans, na proporr;ao de 4 m]Jg de peso do fragmento de

c610n e deixados por 24 horas a temperatura de 22°C. Observamos na tabela

X 0 volume de formamida utilizado.

TABELA X - Volumes de formamida (ml), utilizados na propOfyaO de 4 ml/g de
peso do fragmento col6nico - Grupo I - colite induzida

Rato l°Dia rDia 30nia SODia 7°Dia 9°Dia 160nia 21°Dia 36°Dia

1 1,76 2,60 3,12 1,64 1,80 4,12 3,24 1,16 2,32
2 1,20 1,60 2,68 2,08 2,44 1,96 1,68 0,84 2,48
3 1,88 2,52 2,84 2,24 1,88 2,52 1,72 1,40 1,12
4 1,84 1,88 2,64 1,84 3,08 2,48 2,00 1,60 1,76
5 0,92 2,32 2,72 3,96 1,80 2,32 1,80 0,76 1,52
6 1,28 1,20 1,96 2,28 1,88 2,04 2,36 1,68 3,04
7 2,44 1,44 3,00 2,76 2,70 1,80 2,00 1,84 2,60
8 2,08 2,44 2,12 2,80 2,00 2,12 4,04 0,88 1,24
9 1,88 2,16 2,24 2,44 2,44 3,48 1,96 0,76 1,84
10 1,76 1,32 2,60 2,16 3,20 2,08 2,36 1,32 1,48

4.2.5 Concentrar;ao do azul de Evans no fragmento de colon

Apos obter-se todas as amostras de fonnamida com 0 azul de

Evans extraido do fragmento de colon, realizou-se a aferir;ao em leitor de

micro-placas de ELISA com filtro de 620 run de comprimento de onda. Os

valores estao demonstrados nas tabelas Xl e XII e as respectivas

representar;oes gnificas, nas figuras 9 e ]O.
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TABELA XI - Resultados das dosagens do azul de Evans (~lg/ml)
extraido dos fragmentos colonicos - Grupo I - colite induzida

Oia Animais(n) L. Media L. Inferior SOx
Superior

1 10 24,90 24,31 23,59 0,96
2 10 25,04 24,33 23,61 1,16
3 10 19,92 19,45 18,97 0,76
5 10 17,66 17,00 16,33 1,08
7 10 16,25 15,20 14,14 1,70
9 10 13,59 12,91 12,22 1,11
16 10 11,57 10,64 9,70 1,51
21 10 12,73 12,03 11,32 1,13
36 10 13,60 12,43 11,25 1,89
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2 3 5 7 9 16 21 36

dias

I ~ L Superior 0 Media

Figura 9 - Distribuiyao grMica das dosagens do azul de Evans
(Ilg/ml) extraido dos fragmentos colonicos - Grupo I - colite
induzida



TABELA XII - Resultados das dosagens do azul de Evans extraido
(~g!g) dos fragmentos col6nicos - Grupo I - colite mduzida

Oia Animais(n) L. Superior Media L. Inferior SOx

1 10 97,83 97,24 96,54 0,96

2 10 98,03 97,32 96,60 1,16

3 10 78,27 77,80 77,32 0,76

5 10 68,66 68,00 67,33 1,08

7 10 61,85 60,80 59,74 1,70

9 10 52,32 51,64 50,95 1,11

16 10 43,49 42,56 41,62 1,51

21 10 48,82 48,12 47,41 1,13

36 10 50,89 49,72 48,54 1,89
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I ~ L Super10r 0 Media II1IIlI L Infer10r ,
Figura 10 - Distribuic;ao grafica das dosagens do azul de Evans (Ilg!g)
extraido dos fragmentos co16nicos - Grupo I - co lite induzida
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4.2.6 Concentra~ao do azul de Evans na amostra de plasma

Foram obtidas amostras de plasma, as quais sofreram aferi~ao

espectrofotometrica a 620 nm em leitor de ELISA, demonstrando-se estes

valores na tabela Xln e representadas graficamente na figura 1I.

Tabela XIll - Resultados das dosagens do azul de Evans (~lglml)
plasmatico - Grupo I - colJte induzida

Oia Animais(n) L. Superior Media L. Inferior SOx

1 10 169,06 168,69 168,77 0,24

2 10 156,81 156,43 156,64 0,27

3 10 106,80 106,63 106,67 0,11

5 10 166,72 166,46 166,53 0,16

7 10 163,44 162,94 163,05 0,31

9 10 152,56 152,21 152,29 0,22

16 10 164,55 164,23 164,46 0,07

21 10 170,07 169,25 169,78 0,24

36 10 197,89 197,56 197,64 0,20
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200
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3 160
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8 40
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I ~ L Superior 0 Media iii L .... rio' I
Figura 11 - Distribuic;ao gnmca das dosagens do azul de Evans (llg/ml)
plasmatico - Grupo I - colite induzida

42.7 Avaliac;ao histol6gica do fragmento de c6lon

Cada urn dos fragmentos col6nicos obtidos, foi submetido a

processarnento histol6gico, que foi analisado obedecendo-se os criterios de

graduac;ao histol6gica de induc;ao e reparo segundo as tabelas I e II

respectIvamente. Obteve-se os resultados apresentados na tabela XIV.



TABELA XIV - Graduayao histo16gica
(induyao - reparo) - Grupo I - co lite induzida

Dia Animais (n=10) Grau

1 2 II
1 III
7 IV

2 2 I
1 III
4 IV
1 V
2 VI

3 2 I
3 V
5 VI

5 3 I
2 III
1 IV
3 VI
1 b

7 1 I
1 II
1 IV
7 VI

9 2 IV
1 c
4 b
3 a

16 1 d
2 c
6 b
1 a

21 1 e
1 b
8 a

36 10 a

45
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Varias alterayoes foram observadas na submucosa, como a

presenya de edema, observada com maior intensidade no 10 dia , nao sendo

mais encontrada de maneira significativa a partir do 70 dia.

A hemorragia na submucosa, estava presente desde 0 10 ate 0 30

dia, quando nao foi mais identificada.

Foi encontrado urn importante illfiltrado inflamat6rio

polimorfonuclear a partIr do 10 dia que se estendeu ate 0 90 dia, quando se

rnodifica para um infiltrado mOllomorfonuclear.

Identificou-se urn caso de abscesso criptico no 160 dia e outro no

2}o dia.

A partir do 90 dia, quando se iniciou 0 processo de reparayao,

observou-se a presenya de estruturas que se assemelham a p6lipos

inflamat6rios .
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Figura 12- FotonTIcrografia do lecido co15nico no JO ilia ap6s a indu((ao do
processo inflamat6rio pelo acido acetico a 10% J - edema de submucosa, 2-
necrose coagulativa da mucosa, 3- ulcera de mucosa ( Hematoxitina-Eosina,
aumento de 20 vezes)

Figura 13- Fotomicrografia do tecido co15nico no 2° dia ap6s a indu((ao do
processo inflamat6rio pelo acido acetico a 10% 1- edema e infiltrado
leucocitario da submucosa (Hematoxitina-Eosina, aumento 40 vezes)
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4.3 GRUPO II - CONTROLE

Para eliminar a variavel causada pelo traumatismo do cateter na

parede colomca no momento da instila~ao do acido acetico glacial a 100/0, foi

realizado 0 meSillO procedimento em um grupo com 30 ratos divididos ern

subgrupos de lOdia, 2°dia e 3°dia, corn ]0 animais cada, onde instilou-se 0,5

ml de solu~ao fisio16gica por via retal.

Para este grupo foi adotada a mesma seqilencia metodo16gica

empregada para 0 Grupo I, onde se obteve os seguil1tes resultados:

4.3.1 Peso do animal

Peso dos anllnais no periodo pre-detenninado para 0 sacrificio,

tabela XV.

TABELA XV - Demonstrativo dos
pesos (g) dos animais submetidos a
induyao de colite pelo acido acetico a
10% - Grupo II - controle

Rato 1°Dia 2°Dia 3°Dia
1 279,00 261,60 3 13,70
2 328,60 293,90 219,40
3 303,40 232.20 217,90
4 203,40 302,80 289,00
5 278,10 284.50 275,30
6 183,20 323,20 206,20
7 224,40 33 1,40 210,50
8 296,30 308.30 190.00
9 281,00 336,00 335,00
10 297.80 292,50 262,20
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4.3.2 Dose do azul de Evans

Volumes do azul de Evans administrados na dose de 20 J..lg/kgde

peso do animal, estao representados em mililitros na tabela XVI.

TABELA XVI - Volumes do azul
de Evans (ml) moculados, na dose
de 20 mg/kg de peso de cada animal,
atraves da veia peneana - Grupo II -
controle

Rato l°Dia rDia 3°Dia
1 0,22 0,20 0,25
2 0,26 0,23 0,18
3 0.24 0,18 0.17
4 0,16 0,24 0,17
5 0,22 0,22 0,23
6 0.14 0,25 0.22
7 0,17 0,26 0,16
8 0,23 0,25 0,16
9 0.22 0,24 0,15
10 0,23 0,26 0,21

4.3.3 Peso do fragmento de colon

Valor dos pesos dos fragmentos col6nicos em gramas,

representados na tabela XVII.

TABELA XVll - Peso (g) dos
fragmentos col6nicos, obtidos quando
do sacrificio dos animais - Grupo II -
controle

Rato l°Dia rDia JODia
1 0,45 0,41 0,25
2 0,39 0,33 0,25
3 0,25 0.27 ° 32
4 0,32 0,41 0.37
5 0,33 0,33 0,36
6 0,20 0.27 0.48
7 0.41 0.30 0,41
8 0,28 0,25 0,59
9 0,24 0,39 0.43
10 0,33 0,33 0,33
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4.3.4 Volume de formamida

Volumes de formamida em miWitros, observados na tabela

XVIII.

TABELA xvm - Volumes de
formamida (ml), utilizados na
propon;ao de 4 ml/g de peso do
fragmento col6nico - Grupo II -
controle

Rato l°Uia 2°Dia 3°Dia
1 1,80 1,64 1,00
2 1,56 1,32 1,00
3 1,00 1,08 1,28
4 1,28 1.64 1,48
5 1,32 1,32 1,44
6 0,80 1,08 1.92
7 1,64 1,20 1,64
8 1,12 1,00 2,36
9 0,96 1,56 1,72
10 1,32 1,32 1,32

4.3.5 Concentrayao do azul de Evans no fragmento de colon

Os valores das aferiyoes espectrofotometricas em leitor de

ELISA, frente a urn filtro de 620 urn de comprimento de onda, obtidos das

amostras col6nicas, sao apresentados na tabela XIX em micrograma por

mililitro de formamida e na tabela XX em micrograma por grama de peso do

fragmento co16nico. As figuras 14 e 15 sao representayoes graficas das tabelas

XIX e XX respectivamente.



TABELA XIX - Resultados das dosagens do azul de Evans
(Jlg/m1) extraido dos fragmentos col6nicos - Grupo IT- controle

Dia Animais(n) L. Superior Media L. Inferior SDx

1 10 11,48 11,03 10,57 0,73
2 10 13,05 12,36 11,68 1,12
3 10 13,35 12,83 12,30 0,85

Figura 14 - Distribuiyao gnifica das dosagens do azul de Evans
(~lg/ml)extraido dos fragmentos col6nicos - Grupo II - controle

51



TABELA XX - Resultados das dosagens do azul de Evans (~glg)
extraido dos fragmentos col6nicos - Grupo II - controle

Dia Animais(n) L. Superior Media L. Inferior SDx

1 10 45,92 44,12 42,31 2,92

2 10 52,21 49,44 46,66 4,48

3 10 53,42 51,32 49,21 3,40
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Figura 15 - Distribui~ao gratica das dosagens do azul de Evans (~
gig) extraido dos fragmentos col6nicos - Grupo II - controle
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4.3.6 Concentrayao do azul de Evans na amostra de plasma

Valores das aferiyoes espectrofotometricas obtidos das amostras

plasmciticas em microgramas por mililitros, apresentados na tabela XXI e

representados graficamente na figura 16.

TABELA XXI - Resultados das dosagens do azul de Evans Cllg/ml)
plasmMico - Grupo IT- contrale

Dia Animais(n) L. Superior Media L. Inferior SDx

1 10 163,87 163,50 163,12 0,60

2 10 158,94 158,20 157,45 1,20

3 10 174,36 173,50 172,63 1,40
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Figura 16 - Distribuiyao gnifica das dosagens do azul de Evans Cll
g/ml) plasmMico - Grupo II - contrale



54

4.3.7 Aferiyao histol6gica do fragmento de c6lon

As avaliayoes histol6gicas dos fragmentos col6nicos do Grupo II

(Grupo controle) nao apresentaram alterayoes.

4.4 CORRELAC;Ao ENTRE AS MEDIAS HISTOLOGICAS E DO AZUL

DE EVANS COLONICO NO GRUPO I DO 7° AO 36° DLA

Com as medias numericas histol6gicas calculadas (tabela XXII)

foi possivel aplicar a analise de regressao linear e obteve-se urn coeficiente

( r ) de 0,7002 entre a evoluyao histo16gica do processo inflamat6rio induzido

e as determinayoes espectrofotometricas do azul de Evans col6nico (figura

17).
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Tabela XXII - Representa9ao dos valores obtidos para a transforma9ao numenca das
medias histol6gicas nominais e valores medios determinados espectrofotometricamente do
azul de Evans col6nico do 7° ao 36° dia

Dia Numero de Transforma~iio Media Media de
animais - numerica histologica dosagem do azul

gradua~iio de Evans (f.1g/g)
histolo2:ica

7 1 - I 0
1 - II 4 15,6 60,8
1 -IV 12
7 - VI 20

9 2 -IV 12
1 - c 10
4-b 15 5,4 51,64
3-a 0

16 1 - d 15
2-c 10
6-b 5 6,5 42,56
1 - a 0

21 1 - e 20
1 - b 5 2,5 48,12
8-a 0

36 10 - a 0 0 49,72

T

Histologia (y=13,25-O,40x)

7

dias

36

Figura 17 - Representa9ao gnifica da evolu9ao histol6gica e
permeabilidade vascular do azul de Evans em c6lon de ratos na
vlgencia de rea9ao inflamat6ria induzida pelo acido acetico a 10% do
7° ao 36° dia (r = 0,7002)
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5 DISCUssAo

5.1 MODELOEXPERIMENTAL

Infuneros pesquisadores tentam atraves de model os experimentais

reproduzir a doenya inflamat6na intestmal de humanos. Essa tentatlva foi

acompanhada de dificuldades tecnicas e pela utilizayao em laborat6rio de

animais de grande porte (KlRSNER, 1961; LEVEEN, FALK e SCHATMAN,

1961; BICKS e WALKER, 1962). Por isso, nesse experimento optou-se pela

utihzayao do rato, por ser ele de facil manipulayao, exigir pequeno espayo para

confinamento e permitindo 0 uso de grande nfunero de animais. AMm disso,

outro fator determinante para a escolha deste animal, foi 0 fato de que

BORDON DE COR VALAN (1994) tambem ter utilizado 0 rata para a

determinayao das concentrayoes do azul de Evans colonico nao lesionado e

plasma.

Varios agentes foram e continuam a ser utilizados na induyao de

colite em ratos, como bacterias (HALPERN, ZWEIBAUM, ORIOL PALOU e

MORARD, 1967; ZWEIBAUM, MORARD e HALPERN, 1968), reayoes

imunol6gicas (ORIOL PALOU, HALPERN, ZWEIBAUM, MORARD,

VEYRE e ABADIE, 1967;) e agentes fisicos e quiInicos (SOMMERS e

WARREN, 1955; MARCUS e WATT, 1969; MACPHERSON e PFEIFFER,

1978; MORAES, 1987; CHESTER, 1985; MORRIS, BECK, HARRIDGE,

DEPEW, SZEWCZUK e WALLACE, 1989; OKAYASU, HATAKEYAMA,

YAMADA, OHKUSA, INAGAKI e NAKA YA, 1990) Neste estudo optou-se

pelo modelo experimental proposto por MORAES (1987), que indUZlUcolite

em ratos com acido acetico a 10% instilado pela via retal, por ser de facil

reproduyao e apresentar lesoes inflamat6rias histologicamente similares a

doenya inflamat6ria em hUlnanos. Outro aspecto a ser cOllsiderado e que 0
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modelo experimental em estudo e a colite do homem apresentam semelhan~as

no metabolismo do acido araqmd6mco (SHARON eSTENSON, 1985).

5.2 ESCOLHA DO MODELO DE AFERl(;AO

Revisando-se a literatura nao se encontrou relatos da utiliza9ao do

azul de Evans na avalia~ao da colite em ratos. Encontrou-se rnetodos que por

estudos histol6gicos e bioquimicos fazem a aferi~ao do processo intlamat6rio

utilizando as determina~5es de celularidade e mensura~ao das criptas da

mucosa dos fragmentos col6nicos no processo inflamat6rio (MACPHERSON e

PFEIFFER, 1978; OKAYASU, HATAKEYAMA, YAMADA, OHKUSA,

INAGAKI e NAKA YA, 1990; MORAES, REPKA, TELES, BRENNER e

HENNING, 1992), quantifica~5es dos produtos finais do metabolismo do

acido araquid6nico (VILLASECA, SALAS, GUARNER, RODRIGUEZ e

MALAGELADA, 1990; SIMMONS, SALMON e MONCADA, 1983;

SHARON eSTENSON, 1988). Este estudo se prop5e avaliar a

permeabilidade vascular decorrente da inf1ama~ao induzida pelo acido acetico

a 10%, atraves da determina~ao das concentra~5es do azul de Evans, em c610n

de ratos, relacionando-as com as altera~5es histol6gicas.

Valendo-se das propriedades do azul de Evans em se combinar a
albumina plasrnMica e formar urn cornplexo corante-albumina, confonne

demonstraram, RAWSON (1943); LEVEEN e FISHMAN (1947);

FREEDMAN e JOHNSON (1969), da capacidade deste cornplexo em

ultrapassar a barreira endotelial durante as altera~5es da permeabIlidade

vascular no processo inflamat6rio como dernonstraram os estudos de STEELE

e WILHEM (1966); UDAKA, TAKEUCHI e MOV AT (1970); REIS, OKINO,

ROCHA e SILVA (1971), LUNDBERG e SARIA (1982 e 1983); SARIA?

LUNDBERG, SKOFITSH e LEMBECK (1983); RINKEMA, BEMIS e
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FLEISH (1984); SZABO, BROWN, TRIER e SCHNOOR (1985); SZABO,

PIHAN e TRIER (1986); WOODS, SMITH e GRAHAM (1988); ROGERS,

BELVISI, AURSUDKD, EVANS e BARNES (1988), ROGERS,

BOSCHETTO e BARNES (1989); MCMAHON, LEWIN, ANAND, GHATEI

e BLOOM (1989); LOUTS, JAMIESON, RUSSELL e DOCKRA Y (1989);

FINCK, MASHBURN, KOTTKE e ORSZULAK (1989); BACCARO,

MARIANO e MALUCELLI (1990); NISHIKAWA, lKEDA, FUKUDA,

SUZUKI e OKUBO (1990); HAAS, NAKANISHI, MACMILLAN, JORDAN

e HU (1992); OBATA, KOBAYASHI, OKADA, NAKAGAWA,

TERAWAKI e AISHITA (1992); BROKAW e WHITE (1992) e dos estudos

da detennina<;ao das concentra<;oes deste corante em diversos orgaos

apresentados no experimento de GREEN, JOHNSON, MARCHESSAULT e

GATTO (1988), desenvolveu-se urn metodo para a avalia<;ao do processo

inflamatorio da co1ite induzida por acido acetico a 10% instil ado pel a via retal,

em ratos, atraves da detennina<;ao espectrofotometnca das concentra<;oes do

azul de Evans.

Neste estudo utilizou-se 0 metodo de aferi<;ao

espectrofotometrica, atraves de lUn leitor de micro-placas de ELISA, por ser

ele de facil manipula<;ao, nao utihzar materiais radioativos, necessitar de

somente 150 ~l da amostra e pela rapidez com que se analisa mllitiplas

amostras consecutivamente Alem dlSSO,apresenta vantagens sobre os outros

metodos que avaliam 0 processo inflamatorio pela quantifica<;ao dos derivados

do aCldo araqmd6nico e que necessltam de instrumentais como HPLC ( hIgh

perfomance Izqwd cromatography) (VILLASECA, SALAS, GUARNER,

RODRIGUEZ e MALAGELADA, 1990) e radlOlml1l10ensaio (SIMMONS,

SALMON e MONCADA, 1983; VILLASECA, SALAS, GUARNER,
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RODRIGUEZ e MALAGELADA, 1990~ ROBINS, COTRAN e KUMAR,

1991)

Para esse estudo utilizou-se como padrao de normalidade as

concentrayoes do azul de Evans determinadas espectrofotometricamente no

estudo de BORDON DE CORVALAN (1994) em c610n nao lesionado e

plasma de ratos. Descreveu este autor que no periodo de 8 horas ap6s a

inoculayao do corante, os niveis em tecido col6nico apresentavam

concentrayao maxima. Sendo assim, optou-se por este honino para a

inoculayao do corante antes do sacrificio, por entender-se que, todas as

concentrayoes acima daquela tida como normal, ref1etiriam algum tipo de

alterayao na permeabilidade vascular do c610n do animal em estudo.

5.3 DOSAGEM DO AZUL DE EVANS E AFERI<;Ao HISTOLOGICA

Com 0 objetivo de eliminar a variclvel causada pelo traurnatismo

do cateter, usado para a instilayao do clcido acetico, foi realizado urn grupo

controle com a instilayao de 0,5 ml de soluyao fisiol6gica e acompanhamento

por 3 dias dos animais. Obtendo-se concentrayoes do corante (tabela XX) que

estavam entre os valores normais (39,60 a 57,04 Ilg/g) do estudo de BORDON

DE COR VALAN (1994), demonstrando que 0 cateter nao causou trauma na

mucosa col6mca suficiente para que as concentrayoes do azul de Evans se

alterasse.

Os valores encontrados no Grupo I (colite mduzida) (tabela XII)

apresentaram-se elevados desde 0 1° ate 0 7° dIa de observayao em relayao aos

valores obtldos por BORDON DE CORY ALAN (1994) (39,60 a 57,04 Ilg/g)

e pelo Grupo II (control e) (tabela XX) Esses resultados demonstraram que a

ayao do acido acetico a 10 % determinou elevayao das concentrayoes normais

do azul de Evans, deVldo a urn amnento da permeabilidade vascular induzida
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pelo processo inflamatorio col6nico. Pela analise estatistica efetuada do valor

minimo de determinayao col6nica do azul de Evans no 7° dia (59,04 Jlg/g), e 0

valor maximo de referencia obtido por BORDON DE COR VALAN (1994)

(57,04 Jlg/g), apresentam p = 0,0037, 0 que denotou diferenya estatisticamente

significativa. A partir do 7° dia ate 36° dia de observayao, os valores obtidos

(tabela XII) nao diferem dos valores encontrados no grupo controle (tabela

XX) e nos estudos de BORDON DE CORV ALAN (1994), 0 que reflete uma

provavel normahzayao do fluxo transcapilar do corante.

Para se obter urn outro criterio de aferiyao do modelo aqui

proposto, realizou-se 0 estudo histologico dos fragmentos col6nicos dos

Gmpos I ell, grupo da cobte induzida e controle respectivamente.

Nao foram observadas alterayoes histologicas no grupo controle,

demonstrando que nao houve agressao sobre 0 tecido col6nico do animal.

Utilizaram-se os criterios de graduayao de induyao e reparo

(tabela III e IV) do tecido col6nico, propostos por MORAES (1987), para se

classificar histologicamente as lesoes inflamatorias encontradas. As alterayoes

histologicas encontradas nos animais do Grupo I, relacionadas na tabela XIV,

saD similares aquelas encontradas por MORAES (1987) e MACPHERSON e

PFEIFFER (1978). Do 1° ao 7° dia de observayao verificou-se nos especimes

coletados, urn incremento do processo inflamatorio, caracterizado por:

espessamento mucoso por edema, exsudato polimorfonuclear, hemorragia,

dilatayao linfatica no conon muscular, congestao vascular e marginayao

leucocitaria na submucosa. Estas alterayoes evoluiram ate 0 7° dia, onde

observou-se ulcerayao profunda atmgindo tUnica muscular propria, fragmentos

de tecidos necroticos, exsudato fibrino-leucocitario e tecido de granulayao na

submucosa.
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AS achados acnna descritos, nesta primeira fase, quando

comparados no mesmo periodo aos resultados encontrados nas determinac;5es

do azul de Evans col6nico do Grupo I, podemos afrrmar que sac inversamente

proporcionais ou seja, enquanto ocorre incremento da reac;ao intlamat6ria

comprovada histologIcamente, desenvolve concomitantemente tendencia ao

equilibrio do tluxo transvascular pois, do 1° ao 7° dia os valores do azul de

Evans col6nico encontrados no Grupo I sac decrescelltes (figura 10). Este fato

decorre da diminmc;ao do processo bemorragico que se instal a desde 0 1° ao 7°

dia tambem de forma decrescellte. Portanto os valores do azul de Evans desta

fase retletem mais 0 processo hemorragico que 0 processo inflamat6rio

induzido. Estudos vindouros poderao ser aplicados no que se referem a

mellsurac;ao do azul de Evans tecidual em vigellcia de hemorragia, como por

exemplo: a utilizac;ao de soluc;5es que degradem a hemoglobina nos sitios

hemorragicos, formando cianometahemoglobina precipitada nos tecidos. Desta

forma, poder-se-ia mensurar exc1usivamente 0 complexo corante-albumina

exsudado.

Na segunda fase deste estudo que correspollde ao periodo entre 7°

e 36° dia de observac;ao, encontrou-se uma reorganizac;ao tecidual do processo

inf1amat6rio induzido, que se caracterizou ao seu termino, por uma

reepitelizac;ao da superficie mucosa e ausencia de infiltrado inf1amat6rio. E
importante enfatizar que nesta fase os achados histol6gicos e as detenninac;5es

do azul de Evans teciduais do Grupo I apresentam mna mesma tendencia ou

seja, a nonnahzac;ao do fluxo transvascular anterionnente elevado, que se

traduz estanstIcamente pelo coeficiel1te de correlac;ao r = 0,7002. Isto ref1ete a

diminuic;ao das reac;5es inflamat6rias induzidas comprovadas histologicamente

Conforme a figura 17, observa-se que a tendencia de normalizac;ao histol6gica

e precoce em relac;ao a nonnalizac;ao da permeabilidade vascular.
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Com relayao a dosagem do azul de Evans plasmatico nao foram

observadas alterayoes que pudessem ser relacionadas ao processo inflamat6rio

induzido neste estudo.

Os valores plasmaticos descritos por BORDON DE COR VALAN
(1994) na moculayao do corante 8 horas antes do sacrificio do animal, que

refletia 0 myel maximo de exsudayao do azul de Evans em nivel col6nico,

apresentou valores de 126,6 a 189,1 Jlg/ml de plasma. Os valores obtidos Beste

estudo estao compreendidos no intervalo acima descrito, 0 que denota que a

permeabilidade vascular alterada, comprovada pela determinayao do azul de

Evans col6nico no processo inflamat6rio induzido, nao altera os mveis

plasmaticos do corante Por outro lado GREEN, JOHNSON,

MARCHESSAULT e GATTO (1988) demonstraram em seus estudos, que

drogas de ayao sistemica como a histamina, bradicinina e endotoxinas podem

determinar alterayoes do fluxo transvascular capazes de serem determinadas

pelos niveis plasmaticos do azul de Evans.

Podemos afrrmar que este novo metodo proposto para a avaliayao

da permeabilidade vascular da colite induzida em ratos, pode ser usado para

avaliar a evoluyao do processo inflamat6rio pelas determinayoes das

concentrayoes teciduais do azul de Evans. Desta forma, este metodo pode ser

util para futuros estudos de fisiopatologia e da ayao de drogas, com propostas

terapeuticas sobre as doenyas inflamat6rias col6nicas.
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6 CONCLUSOES

As detennina~oes das conce11tra~oes do azul de Evans teciduais

pelo micrometodo espectrofotometrico, sao capazes de avaliar as altera~oes da

penneabilidade vascular causadas pelas rea~oes mflamat6rias colOnicas

induzidas pelo acido acetico a ] 0% em ratos Wistar.

As altera~oes histol6gicas encontradas 110 tecido co16nico de
...

ratos, ap6s a instila~ao do acido acetico a 10%, apresentam correla~ao com as

c011ce11tra~oesdo azul de Evans teciduais a partir do 7° dia de observa~ao .

•
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