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RESUMO

OLIVEIRA, Alvaro de Paula Lage de, MSc., Universidade Vila Velha — ES, agosto de
2014. Infusédo intravenosa de células tronco mesenquimais aldégenas na
reparacdo da lesdo branda de isquemia/reperfuséao intestinal em coelhos Nova

Zelandia. Orientadora: Betania Souza Monteiro.

A lesdo de isquemia e reperfusdo (I/R) intestinal € um fenbmeno complexo
que pode causar dano tecidual local e remoto, levando a insuficiéncia multipla dos
orgdos, sendo responsavel por elevada taxa de mortalidade. Varios sdo os
experimentos realizados em modelos animais buscando tratamentos eficientes para
amenizar os efeitos lesionais dos radicais livres. Acredita-se que os efeitos
deletérios causados pelo processo de reperfusdo sdao maiores quando comparados
a isquemia, devido a circulacdo de toxinas liberadas secundérias a hipdxia, perda da
integridade de membrana celular, liberacdo de radicais livres e lesdes endoteliais
durante a reperfusdo. O presente estudo objetivou a realizacdo de duas etapas
experimentais em coelhos Nova Zelandia, induzindo lesdes de isquemia e
reperfusdo (I/R) intestinal através do clampeamento da artéria marginal peri-
intestinal extramural para posteriormente serem tratados com células tronco
mesenquimais (CTM). A primeira etapa foi destinada a estabelecer uma metodologia
capaz de causar lesbes de I/R intestinais compativel a vida, mas passiveis a
tratamento. Foram utilizados 36 animais da raca Nova Zelandia, machos, com peso
médio 3,5 kg, de 10 semanas de idade, distribuidos em seis grupos experimentais:
grupo Sham (controle negativo); grupo I1H (uma hora de isquemia); grupo 12H (duas
horas de isquemia); grupo I1H/R2H (uma hora de isquemia/duas horas de
reperfusdo), grupo I12H/R1H (duas horas de isquemia/uma hora de reperfusdo);
grupo I2H/R5H (duas horas de isquemia/cinco horas de reperfusdo). A partir de
avaliacdes macroscopicas e histoldgicas realizadas por um avaliador cego ao estudo
em relagdo aos grupos experimentais, conclui-se que as lesdes se demonstraram
mais intensa nos maiores tempos de isquemia e reperfusao. Também os animais do
grupo I2H/R5H compuseram um grupo experimental de facil reproducéo e obtiveram
em geral lesbes moderadas, diferentes do encontrado nos demais grupos, sendo
dessa forma o grupo escolhido para realizar a segunda etapa do estudo. A segunda
etapa do estudo teve como principal objetivo avaliar a eficacia da infusdo CTM
derivada de tecido adiposo sobre diminuicdo das lesfes teciduais locais e remotas,

causadas pelo evento de I/R intestinal experimental. Para esta etapa foram
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utilizados 3 animais para obtencao, cultivo e caracterizacdo das CTM provenientes
de tecido adiposo (ADCTM). Ao obter células de quarta passagem consideradas
viaveis para tratamento, foram utilizados para estudo in vivo 24 animais, adulto-
jovens, pesando aproximadamente 3,5kg, divididos aleatoriamente em dois grupos
experimentais, denominados IR Tratado com CTM (I2H/R5H CTM 3D; I2H/R5H CTM
7D); IR Tratado PBS (I2H/R5H PBS 3D; I12H/R5H PBS 7D). Os animais foram
anestesiados e submetidos a celiotomia mediana pré-retroumbilical. Todos o0s
animais foram isquemiados com auxilio de clipe vascular em artéria marginal peri-
intestinal extramural por 2 horas. Apos esse periodo, o fluxo sanguineo foi
restabelecido, a anestesia inalatéria suspendida e os animais despertados. Apos 5
horas de reperfusdo realizou os tratamentos, por infusdo endovenosa, conforme
grupos experimentais. Os animais foram avaliados 72 horas e sete dias apos o
tratamento quanto ao aspecto macroscopico (coloracdo e peristaltismo) do
segmento jejunal e por meio de avaliacdo histolégica do segmento isquemiado
quanto a presenca ou auséncia de destruicdo de mucosa intestinal, edema,
hemorragia, dilatacdo de vasos linfaticos e presenca de células inflamatérias
polimorfornucleares tanto em mucosa quanto submucosa. Os resultados observados
revelaram que os grupos tratados com ADCTM obtiveram menores lesdes em
mucosa e submucosa quando comprados aos grupos tratados com PBS. Ainda os
grupos tratados com ADCTM obtiveram resposta inflamatéria controlada e maior

taxa mitética, resultados relacionados ao potencial terapéutico das CTM.

Palavras-chave: células tronco derivadas de adipdcitos, lesdo intestinal, artéria/veia

marginal peri-intestinal extramural, clampeamento.
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CAPITULO 1 - FISIOPATOLOGIA DA LESAO DE ISQUEMIA/REPERFUSAO
INTESTINAL

Oliveira, A.P.L.; Rangel, J. P. P.; Monteiro, B.S.

RESUMO

O objetivo desta revisdo é abordar informacdes atuais sobre a lesdo de isquemia e
reperfusdo que acomete o sistema gastrointestinal em animais, por ser um tipo de
injaria classificada como um fenbmeno complexo que pode causar dano tecidual
local e remoto, levando a insuficiéncia multipla dos érgaos. Acredita-se que 0s
efeitos deletérios causados pelo processo de reperfusdo sdo maiores quando
comparados a isquemia, devido a circulacdo de toxinas liberadas secundarias a
hipoxia, perda da integridade de membrana celular, liberacdo de radicais livres e
lesGes endoteliais durante a reperfusdo. Sabe-se que, na Medicina Veterinaria, a
maioria das emergéncias abdominais (abdome agudo) proporciona disfuncdes
microcirculatorias gastrointestinais e seu diagndéstico ainda € um desafio, pois 0s
sinais clinicos se assemelham a outras doencas. A lesdo de reperfusdo € uma das
causas responsaveis pela morbidade a mortalidade associada a isquemia intestinal,
afeccdo comum, principalmente na espécie equina. As lesBes de
Isquemia/Reperfusdo (I/R) intestinais sdo consideradas de extrema importancia
devido a sua gravidade e a compreensao dos mecanismos fisiopatologicos destas
lesbes faz-se necessaria para que se determinem estratégias terapéuticas para as
principais espécies domeésticas.

Palavras-chave: Hipdxia, apoptose celular, radicais livres, abdome agudo,
disfuncdes microcirculatorias.



1- INTRODUCAO

A lesdo de isquemia e reperfusdo (I/R) € caracterizada pela redugcdo ou
interrupcédo do fluxo sanguineo seguido por uma sequéncia de alteracdes vasculares
gue acarretam na producéo de radicais livres durante o restabelecimento do fluxo
sanguineo a um tecido isquémico (MATOS et al., 2000). A reintroducédo repentina de
oxigénio, também chamada de reperfusdo, aumenta a lesdo tecidual e vascular,
acelerando o processo de necrose celular (TONG et al.,, 2012). Apesar de existir
diversos estudos sobre as lesGes de isquemia e reperfusédo, apenas a partir de 1986
€ gue se demonstrou que a lesdo de reperfusdo causaria maior dano tecidual e
sistémico do que a lesao isquémica em si (PARKS & GRANGER, 1986; SANTOS et
al., 2008).

O intestino é irrigado pela circulacdo mesentérica, recebendo cerca de 20 a
25% do volume sanguineo total do organismo (VOLLMAR & MENGER, 2011). Deste
volume, aproximadamente 70% direciona-se para a mucosa e submucosa mantendo
a homeostase e a funcionalidade das criptas e vilosidades intestinais. Este 6rgéao é
muito sensivel a qualquer tipo de diminui¢do do fluxo sanguineo, sobretudo a porgéao
delgada (YASUHARA, 2005). Por esse motivo, mecanismos de autorregulacao
visando a manutencéo do fluxo constante sdo deflagrados em situacdes nas quais
ocorre a queda de pressdo arterial sisttmica ou estimulo de tbnus simpatico
(VOLLMAR & MENGER, 2011).

Qualquer injaria capaz de proporcionar isquemia intestinal tem alto potencial
de progressao, causando danos teciduais (YASUHARA, 2005), como por exemplo,
edema em submucosa seguido de afrouxamento do epitélio da mucosa superficial e
a ocorréncia de Ulceras e/ou sangramentos das vilosidades intestinais (BRASILEIRO
et al., 2013). Consequente ao insulto isquémico, a etapa de reperfuséo leva a
alteracdo da permeabilidade vascular e perda da integridade da barreira intestinal
provocadas pelas espécies reativas de oxigénio e mediadores inflamatorios
causando danos como hemorragias e translocacao bacteriana (YASUHARA, 2005;
KOSTOPANAGIOTOU et al., 2007; VOLLMAR & MENGER, 2011; BRASILEIRO et
al., 2013).

As afecgbes intestinais que acarretam a sindrome de abdome agudo em
pacientes veterinarios, como por exemplo, as obstrucdes estrangulatérias (torgdes,

volvulos, intussuscepcoes e hérnias estranguladas) e ndo estrangulatérias (ROWE &
2



WHITE, 2002), tém o potencial de desenvolver as lesdes de isquemia e reperfusdo e
cursam com altas taxas de mortalidades, entre 60 a 80% dos casos (RITZ et al.,
2005; BOYBEYI et al., 2014). Clinicamente, observa-se a presenca de diarréia,
vomito e/ou dor abdominal intensa, sinais que podem estar associados a ocorréncia
de isquemia intestinal aguda (RAVIPATI et al., 2011).

As lesbes de Isquemia/Reperfusédo (I/R) intestinais sdo consideradas de
extrema importancia devido a sua gravidade (GAO et al., 2006; JIANG et al., 2011;
VOLLMAR & MENGER, 2011) e a compreensao dos mecanismos fisiopatologicos
destas lesdes faz-se necessaria para que se determine estratégias terapéuticas para

as principais espécies domésticas.

2-FISIOPATOGENIA DA LESAO DE ISQUEMIA

No momento em que o fluxo sanguineo tissular é interrompido, uma série de
eventos metabdlicos e enzimaticos compensatorios é desencadeada (EVORA et al.,
1996). A baixa oferta de oxigénio celular acarretard na diminuicdo da producéo de
trifosfato de adenosina (ATP) pelas mitocondrias, diminuindo a concentracéo
intracelular desta molécula em contrapartida ao aumento de monofosfato de
adenosina (AMP).

Na tentativa de manter a funcao tecidual e em resposta ao aumento de AMP,
as células iniciardo a producdo de energia por metabolismo anaerdbio (glicolise),
gerando &cido latico e ions H* (MOORE et al., 1995). O acido latico acumulado
diminui o pH intracelular o que dificulta ainda mais a manutengéo da funcéo celular,
devido ao esgotamento das fontes de energias celulares. Sem energia, as bombas
de membrana responsaveis pelo fluxo de ions das células cessam suas funcoes,
ocasionando o influxo de fluido e ions de calcio para o espaco intracelular
(“paradoxo do célcio”), iniciando a lesdo em mitocéndria e sarcolema e acarretando
edemas (FARBER et al., 1981; EVORA et al., 1996; SILVA JR et al., 2002; SLONE &
FLEMING, 2014).

A lesdo mitocondrial ird contribuir com a diminuicdo da atividade da
nicotinamida adenina dinucleotideo ligada ao hidrogénio (NADH) desidrogenase, do
carreador de adenosina difosfato / adenosina trifosfato (ADP/ATP) e da ATP

sintetase, e com o0 aumento da atividade da fosfolipase A2, criando um gradiente
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ibnico sobre a membrana celular, alterando o remanejamento de calcio no citosol
(KONO et al., 1982; SILVA JR et al., 2002).

Este processo ir4 potencializar o aumento de célcio citoplasmatico, ativando
uma protease que podera converter a xantina desidrogenase (XDH) em xantina
oxidase (XO) (McCORD, 1985; NILSSON et al., 1994; GRECA et al., 2008). Ao
mesmo tempo haver4d uma deplecdo do ATP, acumulando AMP que seréa
catabolizado em adenosina e inosina, por fim em hipoxantina (GRECA et al., 2008).

Dentre as causas mais comuns de isquemia intestinal estdo a obstrucéo
mesentérica aguda e colite isquémica, que irdo culminar em diminuicdo do aporte
sanguineo tecidual e reducdo de oxigénio intestinal (YASUHARA, 2005; ROWE &
WHITE, 2002). A isquemia intestinal progride rapidamente causando danos
teciduais, principalmente a necrose das células teciduais, producdo de toxinas,
perda de integridade de membrana e translocacdo bacteriana (YASUHARA, 2005;
VOLLMAR e MENGER, 2011; BRASILEIRO et al., 2013), podendo causar sequelas

em pulmao e ocasionar a faléncia multipla dos 6rgdos (SLONE & FLEMING, 2014).

3-FISIOPATOGENIA DA LESAO DE REPERFUSAO

As consequéncias da isquemia nos diferentes tecidos e 6érgdo sdao
dependentes do tempo duracdo do evento e muitas das leses serdo desenvolvidas
durante o estagio de reoxigenacao decorrente da reperfusado tecidual (SILVA JR. et
al., 2002). O mecanismo de reperfusdo tornou-se um assunto muito discutido por
causar lesbes locais e sistémicas, predispondo a formacdo moléculas de oxigénio
reativas que irdo causar lesdo por todo organismo (PARKS & GRANGER, 1986;
GRECA et al.,, 2001; LOCK, 2002; EDWARD et al., 2003; GRECA et al., 2008;
SANTOS et al., 2010; SLONE & FLEMING, 2014). Os efeitos deletérios causados
pelo processo de reperfusao serdo maiores quando comparados a isquemia, devido
ao acumulo de toxinas durante este evento, e sua posterior distribuicdo por todo

organismo durante a reperfusdo (GRECA et al., 2008).

A etapa de reperfusdo é caracterizada pelo retorno do fluxo sanguineo para o
local de isquemia. Consequentemente, os metabdlitos oriundos do metabolismo
anaerobio do tecido lesado ganham a corrente sanguinea, causando maiores danos

teciduais locais e sistémicos se comparado a danos somente causados pela
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isquemia (GRANGER & KORTHUIS, 1995; GRECA et al.,, 2001; LOCK, 2002;
EDWARD et al., 2003; CHEN et al., 2003; GRECA et al, 2008; KOHLER et al., 2011;
BEN et al., 2012; BRASILEIRO et al., 2013).

Todo processo de I/R ira causar uma série de lesGes (Figura 1), mediadas
através de radicais livres de oxigénio produzidos por células parenquimatosas e/ou
por células inflamatorias. Estes radicais irdo migrar para os tecidos locais e distantes
causando lesédo (FERRO et al., 2010; ROCHA et al., 2012).

A hipoxantina, produzida em consequéncia a hipéxia e acumulada durante a
reperfusdo, sofrerd acao pela xantina oxidase (XO), juntamente com a presenca de
oxigénio molecular (reoxigenacéo tecidual), tornando-se radicais livres de oxigénio,
também chamados de superoxidos ou espécies reativas de oxigénio (ROS), como
por exemplo, os anions superéxidos (O;) e peréxido de hidrogénio (H,O,). Estes
ainda poderao sofrer reducao e transformam-se em hidroxilas reativas que iniciaram
a perioxidacao lipidica (McCORD, 1985; PITT et al., 1991; MOORE et al., 1995;
HIRATA et al., 1996; GRECA et al., 2008; BATTELLI et al., 2014).

O evento reperfusdo associado ao influxo de calcio para o meio intracelular
(EVORA et al., 1996) aumentara a ativacdo das enzimas como a fosfolipase, que
agem degradando a membrana plasmatica e alterando a funcéo estrutural das
células. As proteases e lipases também sdo ativadas e agem degradando as
organelas (MOORE et al., 1995). Este evento ira alterar de forma estrutural e
funcional os lipideos presentes na membrana celular, originando uma resposta
inflamatoria sistémica (SIRS) exacerbada, aumento da permeabilidade endotelial
para fluidos, macromoléculas e células inflamatérias, além de agravar a lesdo
causada pela isquemia (McCORD, 1985; MOORE et al., 1995; McQUAID &
KEENAN, 1997; COHEN et al., 1997; GRECA et al., 2008; BELKNAP et al., 2009;
LASKOSKI et al., 2012).
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Figura 1. Esquema representando eventos fisiopatoldgicos da lesdo de isquemia e reperfuséo
intestinal. Apés um evento isquémico ocorrera diminuicdo da oferta de oxigénio (O,), diminuicdo da
producdo de trifosfato de adenosina (ATP), desequilibrio hidroeletrolitico através da alteracdo de
permeabilidade de membrana, promovendo influxo de célcio para o meio intracelular (Ca — IC),
ativacdo das proteases e lipases, principalmente a fosfolipase A2. Essa enzima ir4 promover lesdo
em fosfolipideos de membrana,; liberacdo de &c. Araquiddnico, fator de agregacéo plaquetaria (FAP)
e lisofosfatidilcolina. O &c. Araquidbnico ira promover a sintese de eucosandides, causando efeitos
vasoativos (vasodilatagdo; aumento da permeabilidade vascular; agregacao plaquetaria e quimiotaxia
de PMN). Juntamente os FAP e a lisofosfatidilcolina irdo promover intensificacdo dos processos
instaurados. Ainda durante a isquemia havera acumulo de hipoxantina. Com a reintrodugdo de
oxigénio no tecido (reperfuséo), ocorrera a conversao da xantina desidrogenase (XDH) em xantina
oxidase (XO), que atuara sobre a hipoxantina acumulada, convertendo em xantina e ac. Urico, e
produzindo grandes quantidades de espécies reativas de oxigénio (ROS), como por exemplo, os
anions superoxidos (0O;) e perdxido de hidrogénio (H,O,). Também durante este evento haveri
aumento Ca — IC, exacerbando as atividades enzimaticas, e agravando a les8es ja existentes. A
soma dos eventos e dos produtos secundarios a I/R podera causar e/ou potencializar a sindrome da
resposta inflamatéria sistémica (SIRS), coagulacdo intravascular disseminada (CID), translocacéo
bacteriana, absorcdo de endotoxinas, apoptose celular e demais lesdes locais e sistémicas no
organismo.




4- CONSIDERACOES FINAIS

A fisiopatologia da I/R intestinal ocorre de forma gradativa e momentanea,
tornando-se um evento altamente complexo devido a sua propor¢ao sistémica. Se
tratando de um Orgdo altamente dependente de funcdo vascular sadia, nas
situacdes que culminem no surgimento das lesfes de I/R, ocorrera falha na nutricao
celular, liberacdo da cascata de mediadores inflamatoérios, resposta ao processo
inflamatdrio, perda da fungéo da barreira epitelial intestinal. Somado ao fato de que
irdo ocorrer lesdes no endotélio vascular intestinal, a flora bacteriana residente no
intestino, podera alcancar carater sistémico levando a translocacdo bacteriana
sistémica. A presenca de bactéria na circulacdo, bem como a resposta inflamatoria
sistémica mediante aos quadros de endotoxemia interferem de forma direta no
prognostico das afec¢Bes que cursam com quadro de I/R aguda, sendo considerado

ruim.

Os eventos sédo considerados multifatoriais e interdependentes. Portanto a
compreensao dos mecanismos fisiopatoldgicos é considerada de grande importancia

para que possamos melhorar o prognéstico de pacientes acometidos por esta lesao.
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CAPITULO 2 - ESTABELECIMENTO DE MODELO EXPERIMENTAL DE
INDUCAO DA LESAO DE ISQUEMIA E REPERFUSAO INTESTINAL EM
COELHOS NOVA ZELANDIA

Oliveira, A.P.L.; Rangel, J.P.P.; Bitti, F.B; Riodades, L.F.S.; Almeida, B.L.; Mathias,
C.H.T.; Conti, L.M.C.; Fiorio, W.A.B.; Monteiro, B.S.

RESUMO

O presente estudo objetivou estabelecer uma metodologia capaz de causar lesées
de isquemia e reperfusao intestinal, realizando clipagem de um ramo de artéria
marginal peri-intestinal extramural em segmento jejunal. Para tal foram utilizados 37
coelhos da raca Nova Zelandia, machos, de 10 semanas de idade, alocados em seis
grupos experimentais: grupo Sham, controle negativo, submetido apenas a
celiotomia mediana; grupo I11H submetido a oclusdo vascular por uma hora; grupo
I2H submetido a oclusdo vascular por duas horas; grupo I1H/R2H submetido a
oclusdo vascular por uma hora, seguida de reperfusdo por duas horas; grupo
I2H/R1H submetido a oclusdo vascular por duas horas, seguida de reperfusdo por
uma hora e grupo I2H/R5H submetido a oclusao vascular por duas horas seguida de
reperfusdo por cincos horas. Os animais foram avaliados quanto o aspecto
macroscopico (coloracao e peristaltismo) do segmento jejunal e quanto ao aspecto
histopatolégico, verificando presenca ou auséncia de destruicdo de mucosa, edema,
hemorragia, dilatacdo de vasos linfaticos e presenca de polimorfonucleares.
Observou-se que as lesdes macroscoépicas e histopatolégicas se acentuaram nos
maiores tempos de isquemia e reperfusdao empregados. Os animais submetidos a
isquemia durante duas horas, seguida de reperfusdo por cinco horas (I2H/R5H)
compuseram o grupo experimental de facil reproducéo e foram os que apresentaram
uma lesao intestinal moderada, diferentes dos demais grupos.

Palavras-chave: artéria marginal peri-intestinal extramural, clipe vascular, lesdo em
mucosa intestinal, lesdo em submucosa intestinal, heterdfilo, jejuno.
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1- INTRODUCAO

A isquemia intestinal ocorre devido a diminuicdo ou interrupcdo do fluxo
sanguineo arterial e/ou venoso intestinal (hipéxia), provocando danos a mucosa.
Este evento pode ocorrer devido a obstrucdo aguda ou cronica das artérias e/ou
veias tais como o tronco celiaco, artéria mesentérica superior (AMS), artéria
mesentérica inferior e/ou veia correspondentes, responsaveis por sua irrigacao
(CARDEN & GRANGER, 2000; RIBEIRO & YOSHIDA, 2005).

Geralmente, apds a remocdo do insulto isquémico, ocorrera um processo
fisiolégico de reperfusdo intestinal, marcada por uma série de fatores que irdo
potencializar as lesbes isquémicas, aumentando a resposta inflamatoria inicial,
podendo ainda ocasionar uma reacdo sistémica e faléncia mdltipla dos érgédos
(CARDEN & GRANGER, 2000; GAO et al., 2006).

Devido a alta taxa de mortalidade (60-80%) causada pelas lesbes de
isquemia e reperfusdo (I/R) (RITZ et al.,, 2005; BOYBEYI et al., 2014), diversos
estudos experimentais sdo realizados com o objetivo de esclarecer a fisiopatologia
relacionada e propor terapias para as injarias correlacionadas, sobretudo a
reperfusdo. Estima-se que entre 1980 e 2004 tenham sido produzidos mais de 800
trabalhos experimentais referentes as lesdes I/R (RIBEIRO & YOSHIDA, 2005).

Dentre os modelos experimentais descritos, existem estudos desenvolvidos
com ratos, coelhos, caes, gatos, suinos e equinos (KOSTOPANAGIOTOU et al.,
2007; AVGERINOS et al.,, 2010; YURDAKAN et al., 2012). De acordo Ribeiro e
Yoshida (2005), as cobaias mais utilizadas experimentalmente sdo os roedores
(ratos e coelhos), representado por cerca de 73% dos estudos realizados,
principalmente pela sua facilidade de trabalho, adequabilidade aos protocolos,
disponibilidade e baixo custo, além de sua anatomia semelhante a humana. Ainda
se destacam como principais espécies utilizadas o suino (9%), caninos (8%), felinos
(6%). Além da espécie animal, outras variabilidades dos modelos propostos sdo o
tempo de isquemia, tempo de reperfusdo, segmento intestinal submetido a leséo,
parametros utilizados para avaliacdo e tratamentos idealizados (ZHAO et al., 2003;
RIBEIRO & YOSHIDA, 2005).
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Os estudos experimentais de lesbes de I/R podem ser definidos por duas
fases dessemelhantes: a fase isquémica, na qual ocorre oclusdao de um vaso, ou
ocluséo dos vasos nutridores, ou diminui¢do do fluxo sanguineo circulante como, por
exemplo, em choque hipovolémico controlado; e a fase chamada de reperfusao,
caracterizada pela desobstrucdo do vaso previamente ocluido ou correcdo do
choque, de forma que a perfusao tecidual se torne adequada novamente (CARDEN
& GRANGER, 2000; RIBEIRO & YOSHIDA, 2005).

Dentre os métodos de inducdo isquémica existentes podemos destacar como
0s mais utilizados a obstrucdo arterial por meio de pincamento vascular seguido de
estenose ou compressao vascular extrinseca,; fitas cirirgicas de liberacao controlada
de fluxo sanguineo e inducédo de choque hipovolémico e hipotermia. Essa obstrucdo
envolve a oclusdo da artéria mesentérica cranial (AMC) (RITZ et al., 2005; GAO et
al., 2006; SANTOS et al., 2008; JIANG et al., 2011; BEN et al., 2012; BOYBEY!I et
al., 2014) ou da AMC e veia mesentérica cranial (GUIMARAES et al., 2002) ou da
artéria marginal peri-intestinal extramural (PIMA) (GUAN et al.,, 2009). Alguns
autores relatam que o0 pingamento vascular representa o melhor método de
aplicabilidade isquémica por promover uma situacdo oclusiva igual em todos os
animais e devido a semelhanca nas situa¢cBes clinicas (RIBEIRO & YOSHIDA,
2005).

O objetivo deste estudo foi estabelecer uma metodologia capaz de causar
lesbes de isquemia e reperfusdo intestinal, realizando clipagem de um ramo de
artéria marginal peri-intestinal extramural e comparar, por meio de avaliacbes
macroscopicas e histopatologicas, as alteracdes estruturais encontradas nos
diferentes tempos de isquemia e/ou reperfusdo em segmentos intestinais, visando
estabelecer o modelo experimental de facil reprodugcdo e que permita inferir um
tempo de isquemia e reperfusdo que acarrete uma lesdo branda, contudo compativel
com a vida do paciente e ainda com potencial para reparacao, para testar futuros

protocolos terapéuticos.
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2- MATERIAL E METODOS

O estudo foi aprovado pelo comité de ética da Universidade Vila Velha, como
namero de protocolo de ética: 294/2014 CEUA/UVV

2.1 - Animais de experimentacéao

Para estudo foram utilizados 37 coelhos da raca Nova Zelandia, machos, de
aproximadamente 10 semanas, com peso médio de 3,0 kg, alocados em um
container modificado, de 12 metros de comprimento, revestido com PVC e
isolamento térmico, ar condicionado e exaustor para controle de temperatura e

temporizador elétrico mantendo fotoperiodo de 12/12 horas luz e escuro.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, distribuidos de forma
aleatdria, recebendo agua ad libtum e 100 gramas/dia de ragdo comercial para

roedores (Rac&o do Sitio Coelh&o® - Guabi Nutricdo Animal, Anapolis - GO).

2.2 — Determinacdo do segmento vascular a ser clampeado

Para realizacdo dessa etapa, utilizou-se um animal, que foi submetido
medicacdo pré-anestésica com xilazina (2,5 mg/kg) associado com cetamina (25,0

mg/kg), pela via intramuscular.

Ap6s a sedacdo, a veia auricular lateral foi cateterizada, permitindo a
administracdo da inducdo anestésica e eutanasia, utilizando sobredosagem
anestésica de Tiopental Sédico (50 mg/kg/lV). Em seguida, a veia jugular e a artéria
carétida foram dissecadas, para permitir a sangria e a injecdo de latex natural

branco juntamente com corante liquido de pigmento azul.

ApoGs a constatacédo da pigmentacao azulada na regiao abdominal e auricular,
o animal foi submetido a tricotomia ampla do abdome, seguida da realizacdo da

celiotomia mediana pré-retroumbilical.

O segmento intestinal do jejuno, mais proximal a incisdo, foi identificado,

exteriorizado da cavidade e observado quanto a organizacdo da vascularizagédo

14



oriunda da artéria e veia mesentérica cranial. Apos a identificacdo da artéria e veia
mesentérica, determinou-se um ramo correspondente a artéria/veia marginal peri-
intestinal extramural que irrigasse aproximadamente um segmento intestinal de 8,0

cm, para padronizar o local da clipagem (Figura 1).

Apos a padronizacdao, foi iniciada a etapa experimental cirargica.

2.3 - Procedimentos anestésicos

Os coelhos foram mantidos em jejum alimentar de 8 horas. Antecedendo o
ato cirargico, foram administrados farmacos sedativos, associando Xilazina
(2,5mg/kg/IM) e Cetamina (25mg/kg/IM). A veia auricular marginal foi cateterizada
para a instituicdo de fluidoterapia e realizacdo de medicacdo analgésica com
Cloridrato de Tramadol (1,0 mg/kg/IM). Apds a perda dos reflexos palpebrais e
laringotraqueais, realizou-se a entubacdo orotragueal para permitir a manutencao
anestésica pela inalacdo dose efeito de isofluorano. A artéria auricular central foi

cateterizada.

O paciente foi posicionado em decubito dorsal, apoiado sobre calha cirurgica

e realizou-se tricotomia ampla da regido abdominal.
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Figura 1: Avaliagdo da irrigacdo mesentérica do jejuno de coelho apoés a realizagédo da técnica
de injecdo de latex natural branco juntamente com corante liquido de pigmento azul. A)
Identificacdo da irrigagdo proveniente da artéria e veia mesentérica cranial (seta) de intestino
delgado (jejuno) e de ramo da artéria/veia marginal peri-intestinal extramural (circulo),
destacando a cor azul escura para o ramo arterial e azul claro para ramo venoso. B)
Mensuragdo do perimetro irrigado pelo segmento identificado; C) Clipagem da artéria e veia
marginal peri-intestinal extramural utilizando clipe vascular.
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2.4 — Procedimento cirurgico

O campo cirargico foi preparado realizando antissepsia com alcool 70% e
clorexidine tépico 2% e o0s panos cirargicos foram posicionados. Foi realizada
celiotomia mediana pré-retroumbilical, de aproximadamente 6,0 cm, no sentido
cranio caudal. O segmento intestinal do jejuno, mais proximal a incisdo, foi
identificado, exteriorizado da cavidade, identificou-se o ramo da artéria/veia marginal

peri-intestinal extramural e realizou a ocluséo utilizando clipe vascular (Figura 2).

Figura 2- Clipes vasculares utilizados durante a celiotomia mediana pré-retroumbilical de
coelhos Nova Zelandia, para promover a obstru¢do do fluxo sanguineo da marginal peri-
intestinal extramural. (escala = 1cm).

O tempo de oclusdo variou conforme o grupo experimental. Durante o
intervalo de tempo da oclusdo, os animais permaneceram anestesiados e tiveram a
cavidade abdominal suturada por pontos separados, para evitar perda de fluido
abdominal e contaminag&o. N&o foi realizada mensuracao que permitisse comprovar
a auséncia e o retorno do fluxo sanguineo. Ainda a circulacéo sanguinea colateral foi
mantida. ApoOs a remocao do clipe vascular, a fascia muscular foi aproximada com
pontos tipo Sultan (X) utilizando fio de sutura Nylon 1, o tecido subcutdneo com
sutura simples continua utilizando o fio de sutura Vicryl O e a pele foi aproximada por
sutura intradérmica, utilizando fio de sutura Nylon 0.

2.5 - Grupos experimentais

Os animais foram numerados do 1 ao 36 e foram aleatoriamente distribuidos,
por meio de sorteio, n0s grupos experimentais contendo seis animais (Tabela 1). A

ordem das cirurgias obedeceu a numeracdo pré-estabelecida. Os tempos de
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isquemia e/ou reperfusdo foram estabelecidos e adaptados dos modelos propostos
por GAO et al. (2006), JIANG et al. (2011) e BARRIGA et al. (2013). Durante todo o
tempo de isquemia e/ou reperfusdo, o segmento intestinal foi mantido dentro da

cavidade abdominal.

~

- Grupo Sham (Sham): Pacientes submetidos a celiotomia mediana pré-
retroumbilical e manipulacdo do segmento intestinal do jejuno, sem a realizacdo da
oclusdo dos vasos. Os animais permaneceram anestesiados por uma hora, ap6s
esse tempo foram coletados fragmentos intestinais para realizacdo de exames e

realizada a eutanasia dos animais por sobredosagem anestésica.

- Grupo Isquemia (I) tempo uma hora (I1H): Pacientes submetidos a
celiotomia mediana pré-retroumbilical e manipulacdo do segmento intestinal do
jejuno, seguida da realizacdo da oclusdo dos vasos durante 1 hora. Os animais
permaneceram anestesiados por 1 hora, ap0s esse tempo foram coletados
fragmentos intestinais para realizacdo de exames e realizada a eutanasia dos

animais por sobredosagem anestésica.

- Grupo Isquemia (I) tempo duas horas (I2H): Pacientes submetidos a
celiotomia mediana pré-retroumbilical e manipulacdo do segmento intestinal do
jejuno, seguida da realizagdo da oclusdo dos vasos durante 2 horas. Os animais
permaneceram anestesiados por duas horas, apés esse tempo foram coletados
fragmentos intestinais para realizacdo de exames e realizada a eutanasia dos

animais por sobredosagem anestésica.

- Grupo Isquemia uma hora/Reperfusdo duas horas (I1H/R2H): Pacientes
submetidos a celiotomia mediana pré-retroumbilical e manipulacdo do segmento
intestinal do jejuno, seguida da realizacdo da oclusdo dos vasos durante 1 hora. Os
animais permaneceram anestesiados por uma hora e apods esse tempo foi removido
o clipe vascular e realizado um ponto com fio polipropileno 4-0 de cor azul no
mesentério proximo ao local da clipagem. A anestesia foi cessada, o paciente foi
levado a local de recuperacéo anestésica, permanecendo vivo por duas horas. Apos
esse tempo foram anestesiados e operados novamente, foram coletados fragmentos
intestinais para realizacdo de exames e apos, foi realizada a eutanasia dos animais

por sobredosagem anestésica.

- Grupo Isquemia duas horas/Reperfusdo uma hora (I2H/R1H): Pacientes

Y

submetidos a celiotomia mediana pré-retroumbilical e manipulagdo do segmento
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intestinal do jejuno, seguida da realizacao da oclusdo dos vasos durante 2 horas. Os
animais permaneceram anestesiados por duas horas e ap0s esse tempo foi
removido o clipe vascular e realizado um ponto com fio polipropileno 4-0 de cor azul
no mesentério préximo ao local da clipagem. A anestesia foi cessada, o paciente foi
levado a local de recuperacdo anestésica, permanecendo vivo por uma hora. Apés
esse tempo foram anestesiados e operados novamente, foram coletados fragmentos
intestinais para realizacdo de exames e apos, foi realizada a eutanasia dos animais

por sobredosagem anestésica.

- Grupo Isquemia duas horas/Reperfusdo cinco horas (I2H/R5H): Pacientes
submetidos a celiotomia mediana pré-retroumbilical e manipulacdo do segmento
intestinal do jejuno, seguida da realizagéo da oclusao dos vasos durante 2 horas. Os
animais permaneceram anestesiados por duas horas e ap0s esse tempo foi
removido o clipe vascular e realizado um ponto com fio polipropileno 4-0 de cor azul
no mesentério préximo ao local da clipage A anestesia foi cessada, o paciente foi
levado a local de recuperacdo anestésica, permanecendo vivo por cinco horas. Apos
esse tempo foram anestesiados e operados novamente, foram coletados fragmentos
intestinais para realizacdo de exames e apos, foi realizada a eutanasia dos animais

por sobredosagem anestésica.

2.6 - Avaliacdo macroscépica transcirurgica

Antes e ap0s a realizacdo da clipagem da artéria/veia marginal peri-intestinal
extramural foi avaliado o aspecto macroscépico do segmento irrigado pelo ramo
ocluido e dos segmentos adjacentes, quanto a coloracao e peristaltismo (teste de
beliscamento). Os achados macroscopicos foram comparados entre os animais de

um mesmo grupo, e entre oS grupos.
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Tabela 1: Resumo/delineamento proposto para a confeccao dos grupos experimentais.

N° de Tempo Eutanasia

Grupo animais Isquemia/Reperfuséao (Momentos/tempo)

1h apés o inicio da
- celiotomia
Em seguida ao término
do procedimento
Em seguida ao término
do procedimento
Animal acordado,
novamente
anestesiado, apos 2
horas de reperfusédo
Animal acordado,
novamente
anestesiado, ap6s 1
hora de reperfusao
Animal acordado,
novamente
anestesiado, ap6s 5
horas de reperfusao

Sham 6

11H 6 1 hora

12H 6 2 horas

11H/R2H 6 1 hora/ 2 horas

I2H/R1H 6 2 horas / 1 hora

I2H/R5H 6 2 horas /5 horas

2.7 - Exame Histopatoldgico

Foi coletado fragmento intestinal de jejuno, de aproximadamente 0,5 cm de
extensdo, forma tubular e enrolados em gaze, de regido central acometida pela
lesdo isquémica previamente marcada através de um ponto de sutura com fio
polipropileno 4-0. As coletas foram realizadas com auxilio de lamina de bisturi, e a
cada animal a lamina era trocada por outra nova. Apés as coletas, os animais foram

submetidos a eutanasia.

Todos os fragmentos extraidos foram fixados em formol 10% e incorporados
em parafina. Os tecidos foram seccionados em cortes de aproximadamente 4-5 um

para confeccao de laminas histolégicas e coradas por hematoxilina e eosina.

Foram avaliados histologicamente no minimo seis campos escolhidos de
forma aleatoria, e com base em Jiang et al. (2011) por lamina de cada animal e para
cada segmento e considerado a mediana de eventos para se classificar estas lesdes
em escores. O avaliador desconhecia 0s grupos avaliados. As avaliacdes foram

realizadas com as objetivas de 10x e 40x.
20



A classificacdo histopatoldgica das lesdes intestinais do fragmento isquémico
foi estabelecida de acordo com o escore proposto por Chiu et al. (1970) adaptado
demonstrado na tabela 2 e Pagliosa et al. (2009) adaptado, demonstrado nas
tabelas 3 e 4. Para avaliar presenca de processo inflamatério estabeleceu-se um
escore proposto na tabela 5. Realizou-se também analise descritiva das lesbes

encontradas em cada grupo.

Tabela 2: Escore para lesdo em mucosa de jejuno de coelhos Nova Zelandia submetidos a isquemia
elou reperfuséo por clampeamento da artéria/veia marginal peri-intestinal extramural.

ESCORE LESAO

0 Mucosa sem alteracao.

1 Vilosidades preservadas sem lise celular, sem processo inflamatério (PI), com
espaco subepitelial (ES).

2 Lise celular, com ES, espacamento aumentado entre as vilosidades.

3 Desnudamento de vilosidade, com células inflamatérias (Cl), capilares dilatados.

4 Destruicdo estrutural da vilosidade, com CI, necrose e ulceracdo glandular
basal.

5 Destruicéo total da mucosa.

Adaptado Chiu et al. (1970)

Tabela 3: Escore para edema, hemorragia e presenca de polimorfonucleares nas camadas mucosa e
submucosa do jejuno de coelhos Nova Zelandia submetidos a isquemia e reperfusdo por
clampeamento da artéria/veia marginal peri-intestinal extramural.

ESCORE EDEMA/ HEMORRAGIA/ PRESENCA DE POLIMORFONUCLEARES

Ausente.
Incipiente.
Leve.
Moderado.
Intenso.

A W DNPEFEO

Adaptado Pagliosa et al. (2009)

Tabela 4: Escore para dilatagdo de vasos linfaticos nas camadas mucosa e submucosa do jejuno de
coelhos Nova Zeléndia submetidos a isquemia e reperfusdo por clampeamento da artéria/veia
marginal peri-intestinal extramural

ESCORE DILATACAO DE LINFATICOS
0 Ausente

1 Moderado

2 Intenso

Adaptado de Pagliosa et al. (2009)
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Tabela 5: Escore para processo inflamatério mononuclear nas camadas mucosa e submucosa do
jejuno de coelhos Nova Zelandia submetidos a isquemia e reperfusdo por clampeamento da
artéria/veia marginal peri-intestinal extramural.

ESCORE PROCESSO INFLAMATORIO MONONUCLEAR
0 Ausente

1 Incipiente

2 Leve

3 Moderado

4 Intenso

2.8 - Andlise estatistica

Para testar a normalidade dos dados histopatologicos classificados em
escores foi utilizado teste de Kolmogorov-Smirnorv. Apés, os dados foram avaliados
usando o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis seguido de pds-teste de Dunn,
considerado significante quando p < 0,05. Os dados foram analisados com auxilio do
programa GraphPadPrism5®, com objetivo de avaliar a inflamacdo do momento
proposto em cada grupo sobre as caracteristicas histopatoldgicas dos fragmentos

intestinais
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3- RESULTADOS

O procedimento de inducdo anestésica foi realizado de forma a ndo causar
excitacdo dos animais para que a funcdo hemodinémica e respiratéria mantivesse
estavel até o momento de realizacdo do procedimento. Em alguns animais néo foi
possivel realizar entubacéo, portanto estes foram mantidos com auxilio de mascara.

N&o se observou quaisquer complicacdes anestésicas.

Nos animais alocados no grupo Sham, submetidos apenas a celiotomia,
observou-se ap6s uma hora de anestesia que todos apresentavam coloragdo de
serosa intestinal résea, sem alteragdo, ocorrendo apenas um pequeno sangramento

no momento da coleta do fragmento intestinal, que foi considerado normal.

A clipagem da artéria/veia marginal peri-intestinal extramural permitiu a
oclusdo de fluxo sanguineo em um segmento de aproximadamente 8 cm de
extensdo, proporcionando apos o periodo de uma e/ou duas horas, alteracbes de
coloracdo de serosa intestinal, sugerindo congestédo, e hipomotilidade. As regites
adjacentes (10 cm cranial e 10 cm caudal) a area irrigada apresentavam-se
levemente alteradas. O grupo I2H apresentou aspecto de serosa mais avermelhado
com vasos sanguineos mais evidentes, congestos e hiperémicos do que observado

no grupo I11H (Figura 3).

Figura 3: Segmento intestinal de jejuno submetido & oclusdo da artéria/veia marginal peri-
intestinal extramural de animal alocado no grupo submetido a duas horas de isquemia (I12H).
Em destaque regido intestinal irrigada pelo ramo vascular ocluido serosa mais avermelhada,
com vasos sanguineos hiperémicos.

Nos grupos submetidos a reperfuséo, as alteracdes macroscépicas apds a
remocao do clipe vascular foram semelhantes as observadas nos grupos I1H e I2H.
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Porém o grupo I11H/R2H, minutos apés a desobstrucao, observou-se que a

hiperemia havia reduzido, retornando ao aspecto proximo do normal.

Ao ser realizado novamente a celiotomia apés a reperfusdo, observou-se
diminuicAo da resposta ao teste de beliscamento, sugerindo hipomotilidade
intestinal, além de sangramento excessivo no momento da coleta dos fragmentos.
No grupo I2H/R5H notou-se serosa mais palida, aumentada de espessura e com
aspecto brilhante, sugerindo edema (Figura 4). As regides adjacentes ao local de
lesdo apresentaram aspecto de serosa mais avermelhado e presenca de vasos

sanguineos pouco mais evidentes.

Figura 4: Segmento intestinal de jejuno de animal alocado no grupo submetido a duas horas de
isquemia e cinco horas de reperfusdo (I2H/R5H). A) Aspecto intestinal normal, com serosa rdsea
imediatamente anterior a oclusdo da artéria/veia marginal peri-intestinal extramural por clipe vascular
(seta). B) Aspecto intestinal exibindo serosa isquémica, vasos extramurais congestos, imediatamente
apods a remocéo do clipe vascular, e sutura do mesentério com fio ndo absorvivel azul para marcagéo
do local isquemiado (seta). C) Aspecto intestinal exibindo serosa mais pélida, aumentada de
espessura e com aspecto brilhante e vasos extramurais hiperémicos, sugerindo edema, cinco horas
apos reperfusdo. Destaque (seta) para a sutura de mesentério indicando local da oclusdo do vaso
sanguineo.

Histologicamente, considerando as lesbes em mucosa intestinal, observou-se

que quanto maior o tempo de reperfusdo, mais frequente foi a presenca de
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desnudamento de vilosidade, com células inflamatérias (Cl), capilares dilatados
(escore 3), contudo, em nenhum grupo experimental observou-se destruigéo total da

mucosa.

Estatisticamente, os grupos I1H/R2H, I2H/R1H e I2H/R5H obtiveram diferenca
significativa para o grupo Sham (Figura 5); e dos grupos 12H/R1H e I2H/R5H (Figura
6) apresentaram diferenca significativa para o grupo I1H. As demais alteracdes

estdo apresentadas na tabela 6.

Tabela 6: Resultados, em escore, das analises histologicas de lesdo em mucosa de jejuno de
coelhos Nova Zelandia submetidos a isquemia e/ou reperfusdo por clampeamento da artéria/veia
marginal peri-intestinal extramural, segundo Chiu et al. (1970) adaptado.

ESCORE PARALESAO EM MUCOSA
COELHOS Sham I1H 12H I1H/R2H I2H/R1H I2H/R5H
1 0 1 1 2 2 3
2 0 1 1 2 2 3
3 0 1 1 2 2 3
4 0 1 1 1 2 3
5 0 1 1 2 2 3
6 0 1 1 1 2 3
Mediana 0? 18 1%0¢ 2" 2° 3

Na mesma linha, letras iguais representam equivaléncia estatistica e letras diferentes representam diferenga entre os
grupos.

Figura 5: Fotomicrografia de animal alocado no grupo Sham exibindo aspectos
histopatoldgicos normais das camadas mucosa (‘), submucosa (seta) e muscular (triangulo)
de segmento intestinal.
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Figura 6: Fotomicrografia de animal alocado no grupo I2H/R5H exibindo formacédo de espaco
subepitelial em regido apical de mucosa no segmento intestinal.
Com relagédo a erosdo de mucosa, a maioria das amostras observadas
constataram auséncia de erosdo (escore 0) e com alguns animais dos grupos
submetidos a reperfusdo apresentando separacao entre o epitélio e a lamina propria

na extremidade das vilosidades (escore 1).

Para a variavel edema de mucosa avaliado, os grupos IH1/R2H, 12H/R1H e
[2H/R5H apresentaram padrdo de classificagcdo leve (escore 2) e foram
significantemente diferentes do grupo Sham. Ainda o grupo I12H/R5H apresentou
também diferenca em relacdo ao grupo I1H. As alteracdes estdo apresentadas na
tabela 7.

Tabela 7: Resultados, em escore, das analises histologicas de edema em mucosa de jejuno de
coelhos Nova Zelandia submetidos a isquemia e/ou reperfusdo por clampeamento da artéria/veia
marginal peri-intestinal extramural.

ESCORE PARA EDEMA EM MUCOSA
COELHOS SHAM I1H I2H I1H/R2H I2H/R1H I2H/R5H
1 0 0 2 2 2 2
2 0 0 1 2 2 2
3 0 1 0 2 2 2
4 0 1 1 1 2 2
5 0 0 2 2 1 2
6 0 1 1 2 2 2

Mediana 0? 0,5 1% 2 2% 2P

Na mesma linha, letras iguais representam equivaléncia estatistica e letras diferentes representam
diferenca entre os grupos.

Considerando a varidvel hemorragia em mucosa, a maioria das observacdes
foram graduadas no escore 0, isto €, ausentes, com raros achados de hemorragia
incipiente (escore 1). Nao houve diferenca estatistica entre os grupos. As alteracdes

estdo apresentadas na tabela 8.
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Tabela 8: Resultados, em escore, das analises histologicas de hemorragia em mucosa de jejuno de
coelhos Nova Zelandia submetidos a isquemia e/ou reperfusdo por clampeamento da artéria/veia
marginal peri-intestinal extramural.

COELHOS ESCORE PARA HEMORRAGIA EM MUCOSA
Sham I1H I2H I1H/R2H I2H/R1H I2H/R5H
1 0 0 0 0 1 1
2 0 0 0 1 1 5
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 1
5 0 0 0 1 0 1
6 0 0 0 0 1 0
Mediana 0? 0?2 0° 07 0 0

Na mesma linha, letras iguais representam equivaléncia estatistica e letras diferentes representam diferenga entre os
grupos.

Quanto a presenca de infiltrado de polimorfonuclear, observaram-se mais
frequentemente graus leves (escore 2) a moderados (escore 3), sobretudo nos
grupos submetidos a reperfusdo. Houve diferenca estatistica dos grupos I1H/R2H,
I2H/R1H e I2H/R5H em relagdo ao grupo Sham. Também houve diferenca do grupo
I2H/R5H para grupo I1H (p< 0,05). As demais alteracbes estdo apresentadas na
tabela 9.

Tabela 9: Resultados, em escore, das analises histoldégicas da presenca de PMN em mucosa de
jejuno de coelhos Nova Zelandia submetidos a isquemia e/ou reperfusdo por clampeamento da
artéria/veia marginal peri-intestinal extramural.

COELHOS ESCORE PARA PRESENCA DE PMN EM MUCOSA
Sham I1H I2H I1TH/R2H I2H/R1H I2H/REH
Mediana 0? 18¢ 53¢ 3% 3 >

Na mesma linha, letras iguais representam equivaléncia estatistica e letras diferentes representam diferenga entre os
grupos.

Para a variavel dilatacdo de linfatico em mucosa, nos grupos reperfusao
observou-se dilatacao intensa (escore 2) (Figura 7), sobretudo quando comparada
com graus ausentes (escore 0) e moderados (escore 1) presente nos animais do
grupo Sham e I1H. O grupo I2H foi significantemente diferente do grupo Sham (p<
0,01). Os grupos I2H/R1H e I12H/R5H obtiveram diferenca significativa do grupo

Sham. As demais alteracdes estdo apresentadas na tabela 10.
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Tabela 10: Resultados, em escore, das analises histoldgicas de dilatagdo de linfatico em mucosa de
jejuno de coelhos Nova Zelandia submetidos a isquemia e/ou reperfusdo por clampeamento da

artéria/veia marginal peri-intestinal extramural.

COELHOS ESCORE PARA DILATACAO LINFATICA EM MUCOSA
Sham I1H 12H I1H/R2H [2H/R1H I2H/R5H
1 0 2 2 1 2 2
2 0 1 1 1 2 2
3 0 1 1 2 2 2
4 0 1 2 1 2 2
5 0 1 2 2 1 1
6 0 1 2 1 1 2
Mediana 0? 1%%¢ 2° 1%¢ 2°° 2°°

Na mesma linha, letras iguais representam equivaléncia estatistica e letras diferentes representam diferenga entre os
grupos.

Figura 7: Fotomicrografia de animal alocado no grupo 12H/R1H exibindo dilatac&o linfatica
em mucosa intestinal (M) leve/moderada, classificada como escore 2.

N&o foi observada a presenca de processo inflamatorio mononuclear em
nenhum corte histologico. Além dos quesitos avaliados, durante a avaliagdo
histolégica dos grupos I1H/R2H, 12H/R1H e 12H/R5H evidenciou-se a presenca de
vilosidades encurtadas de tamanho em relagéo ao grupo Sham.

As observacbGes histopatoldégicas de submucosa evidenciaram edema
presente em graus moderado (escore 3) a intenso (escore 4) consequente ao
aumente de tempo de isquemia e/ou reperfusdo (Figura 8). Os grupos I1H/R2H,
I2H/R1H e 12H/R5H foram significativamente diferentes em relacdo ao grupo Sham.
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Também houve diferenca entre os grupos I12H/R1H e 12H/R5H do grupo I1H (p<

0,05; p< 0,01). As demais alteracOes estdo apresentadas na tabela 11.

Tabela 11: Resultados, em escore, das analises histolégicas de edema em submucosa de jejuno de
coelhos Nova Zelandia submetidos a isquemia e/ou reperfusdo por clampeamento da artéria/veia
marginal peri-intestinal extramural.

ESCORE PARA EDEMA EM SUBMUCOSA
COELHOS Sham 11H 12H I1H/R2H I2H/R1H I2H/R5H
1 0 0 2 3 3 4
2 0 0 1 3 3 3
3 0 1 1 2 3 4
4 0 1 2 3 3 4
5 0 0 2 3 3 4
6 0 1 2 3 3 3
Mediana 0? 0,5% 2% 3 3P 4°

Na mesma linha, letras iguais representam equivaléncia estatistica e letras diferentes representam diferenga entre os
grupos.

Para hemorragia em submucosa o grupo I2H/R5H foi significativamente
diferente aos demais grupos do estudo (p< 0,05), pois foi 0 Unico no qual se
observou hemorragia incipiente (escore 1). Nos demais grupos, a hemorragia em
submucosa estava ausente.

A presenca de infiltrado polimorfonuclear (PMN) em submucosa foi similar aos
dados evidenciados em mucosa, 0S quais 0S maiores tempos de isquemia e
reperfusdo implicaram em graus moderados (escore 3) de PMN. Houve diferenca
significativa dos grupos I1H/R2H, 12H/R1H e I2H/R5H em relacdo ao grupo Sham.
Também houve diferenca significativa entre os grupos 12H/R1H e 12H/R5H para o
grupo I11H. As demais alteragcOes estao apresentadas na tabela 12.
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Tabela 12: Resultados, em escore, das analises histologicas da presenca de PMN em submucosa de
jejuno de coelhos Nova Zeléndia submetidos a isquemia e/ou reperfusdo por clampeamento da
artéria/veia marginal peri-intestinal extramural.

COELHOS ESCORE PARA PRESENCA DE PMN EM SUBMUCOSA
Sham 11H I2H I1H/R2H I2H/R1H I2H/R5H
1 0 0 2 3 2 3
2 0 0 1 3 2 3
3 0 0 0 2 2 3
4 0 1 2 2 3 3
5 0 1 1 2 2 2
6 1 0 1 3 3 2
Mediana 0 0%° 120¢ 250 25 &

Na mesma linha, letras iguais representam equivaléncia estatistica e letras diferentes representam diferenga entre os
grupos.

Figura 8: Fotomicrografia de animal alocado no grupo I1H/R2H exibindo edema de
submucosa intestinal moderado (barra), classificada como escore 3.

Em relacéo a dilatacdo de vasos linfatico em submucosa também evidenciou-
se que 0s maiores tempos de isquemia e reperfusdo implicaram em graus leves
(escore 2) de dilatacéo (Figura 9). Houve diferenca significante dos grupos 11H/R2H,
I2H/R1H e 12H/R5H em relacdo ao grupo Sham. As demais alteragbes estao

apresentadas na tabela 13.
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Tabela 13: Resultados, em escore, das andlises histologicas de dilatagdo de linfatico em submucosa
de jejuno de coelhos Nova Zeldndia submetidos a isquemia e/ou reperfusdo por clampeamento da
artéria/veia marginal peri-intestinal extramural.

COELHOS ESCORE PARA DILATACAO LINFATICA EM SUBMUCOSA
Sham I1H 12H I1H/R2H I2H/R1H I2H/R5H
1 0 1 1 1 2 2
2 0 1 1 1 2 2
3 0 2 1 2 2 2
4 0 1 1 2 1 2
5 0 1 1 1 1 2
6 0 1 2 1 2 1
Mediana 0% 1° 1° 1° 2° 2°

Na mesma linha, letras iguais representam equivaléncia estatistica e letras diferentes representam diferenga entre os
grupos.

Figura 9: Fotomicrografia de animal alocado no grupo I2H/R5H exibindo dilatacdo intensa de
vasos linfaticos (triangulo) em submucosa intestinal, classificada como escore 2.
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4- DISCUSSAO

Existem descritos na literatura trabalhos experimentais para compreenséo da
fisiopatologia e estabelecimento de terapias para lesdes de isquemia e reperfuséo
(YASSIN et al., 1997; CHANG et al. 2005; RIBEIRO & YOSHIDA, 2005). Entretanto,
guando iniciou-se o estudo piloto do presente projeto, constatamos discrepancia de
resultados encontrados daqueles descritos por autores de metodologia similar a
empregada. Esta dificuldade em reproduzir os dados levou a realizagcdo deste
trabalho, visando a obtencdo de um modelo experimental de fécil reproducdo, com
resultados histopatoldgicos bem elucidados e que permitisse a inferéncia de tempos
para isquemia e reperfusdo que acarretasse uma lesdo moderada, contudo

compativel com a vida do paciente e ainda com potencial para reparacao.

Vérios estudos realizados a fim de elucidar as lesGes de I/R, prop6e como
metodologia de inducdo isquémica pela oclusdo da artéria mesentérica cranial
(GUIMARAES et al., 2002; GAO et al., 2006; JIANG et al., 2011; BOYBEYIET al.,
2014) que acarretam numa lesdo intestinal generalizada. Todavia, quando se
considera eventos que ocorrem no organismo, constata-se que algumas afeccdes
intestinais, primarias ou secundérias, levam ao desenvolvimento de lesdes
intestinais segmentadas, podendo ou ndo assumir um carater sistémico. A
manipulacdo intestinal realizada para execucdo de modelos descritos por estes
autores acima citados demonstrou-se pouco eficiente, muitas vezes ocorrendo

lesbes de manipulacéo devido a delicadeza do érgao.

Considerando esses motivos, optou-se por realizar a oclusdo de apenas um
ramo vascular da artéria/veia marginal peri-intestinal extramural e constatamos que
esse modelo proposto foi capaz de causar lesdes intestinais em mucosa e
submucosa em coelhos, e ao mesmo tempo evitar o excesso de manipulacdo do
intestino. Guan et al. (2009), em um estudo experimental de lesédo de I/R intestinal
em ratos, também realizaram a oclusdo da artéria marginal peri-intestinal extramural,
durante 15 e 50 minutos, mas associaram essa oclusédo a obstru¢cao do suprimento
sanguineo colateral do segmento. Mesmo utilizando tempo de isquemia menor do
que aquelas utilizadas no presente estudo, as alteragBes histopatoldgicas que os
autores observaram foram mais severas, possivelmente pela falta de vascularizagéo
colateral.
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A tolerancia ao insulto de isquemia intestinal também pode variar de acordo
com as diferentes espécies. Estudos experimentais com ratos e camundongos
apresentaram alteracdes histopatoldgicas em situacdes isquémicas com duracéo de
30 minutos (GUIMARAES et al., 2002); 45 minutos (JIANG et al., 2011); 15 e 50
minutos (GUAN et al., 2009) e 60 minutos (BOYBEY!I et al., 2014) enquanto, para
cées esse tempo isquémico foi de 60 minutos (CHIU et al., 1970), para coelhos
apenas a partir de 60 minutos (GAO et al., 2006) e para equinos a partir de 70
minutos (DABAREINER et al., 2001) e 120 minutos (PAGLIOSA et al., 2009).

Macroscopicamente, foi possivel notar aspecto avermelhado em serosa, e
vasos sanguineos congestos e hiperémicos, bem evidentes no grupo I12H, similar ao
que foi encontrado por Pagliosa et al. (2009), em equinos, duas horas ap0s
isquemia. No grupo 12H/R5H foi observado ao final do tempo de reperfusao aumento
na espessura da serosa sugerindo edema. Tal fato pode estar relacionado a pressao
hidrostatica aumentada (VASCONCELQOS, 2002).

Histologicamente, as lesdes intestinais que foram evidenciadas pela avaliacédo
histol6gica de mucosa foram compativeis com a classificacdo proposta por Chiu et
al. (1970). Aplicando a classificacdo proposta, evidenciamos que o grupo I1H/R2H
obteve escore de lesdo entre 1 a 2 (valor de mediana 2) enquanto Gao et al. (2006)
visualizaram destruicdo macica das vilosidades e exposicdo da lamina prépria da
mucosa (escore 5) ap0s o clampeamento da artéria mesentérica cranial por uma

hora seguida de reperfusdo por duas horas.

No presente estudo néo foi detectado a presenca relevante de erosdo em
mucosa. Apenas nos grupos I1H/R2H, 12H/R1H e 12H/R5H foi possivel visualizar
alguns locais de erosdo, mas, consideradas incipientes pelo avaliador. Em um
estudo realizado por Pagliosa et al. (2009) com equinos, essas mesmas lesdes
foram descritas de forma bem mais evidente, e através deste afirmaram que as

lesdes iniciaram-se durante a isquemia e mantiveram-se durante a reperfuséo.

Ainda, no estudo de Pagliosa et al. (2009) com equinos, o grupo em que foi
realizada oclusdo venosa para causar a lesdo de I/R em jejuno, apresentou
alteracbes de hemorragia e edema em mucosa e submucosa em abundancia,
divergindo dos grupos I1H/R2H, I2H/R1H que apresentaram hemorragia em mucosa
com escore 0 a 1, e do grupo 12H/R5H com escore 0 a 2 para mucosa e escore 1
para submucosa. A ocorréncia de hemorragia pode estar relacionada ao aumento da
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permeabilidade vascular em situacdo de hipdxia que ir4 causar lesdo nas células
endoteliais, seja na fase isquémica ou de reperfusdo (DABAREINER et al., 2001).
Vale a pena salientar que apesar de serem animais diferentes, equinos e coelhos,
foram submetidos a procedimento com a mesma finalidade, de induzir a leséo

intestinal.

As presencas de edema e dilatacdo linfatica em mucosa e submucosa foram
mais evidentes nos grupos I11H/R2H, 12H/R1H e 12H/R5H. Estes resultados sugerem
que a lesdo de reperfusdao aumenta as lesdes causadas inicialmente pelo insulto
isquémico e que as lesBes vasculares existentes poderdo ser agravadas pelo
aumento da pressao hidrostatica capilar, podendo também contribuir para formacéo
de edema (YASSIN et al., 1997; CARDEN & GRANGER, 2000; CHANG et al., 2005).

Por se tratar de uma lesdo aguda, a presenca de infiltrado polimorfonuclear foi
evidenciada em todos os grupos, com exce¢do do grupo Sham. O tipo celular
observado foi o heterofilo, uma célula redonda, com nudcleo multilobado, de
coloracao aciddfila de funcéo inflamatoria similar ao neutrofilo, porém apresenta esta
nomenclatura particular aos coelhos. A presenca de PMN pode ser atribuida ao fato
de haver producdo de radicais livres de oxigénio (RLO) durante a reperfuséo,
provocando peroxidagdo lipidica e danos celulares que culminardo com o aumento
da resposta inflamatéria no local de lesdo (MOORE et al., 1995; ZHAO et al., 2003; GAO
et al.,, 2006; JIANG et al., 2011). No entanto, a presenca incipiente de processo
inflamat6rio mononuclear pode ser justificada pelo padrdo agudo de lesdo, nao

havendo tempo necessario para sua formacao.

Em nenhum grupo experimental foi observado destruicdo de mucosa e
vilosidades associadas com graus intensos de edema, hemorragia e presenca de
heterdfilos polimorfornucleares, porém o grupo 12H/R5H apresentou maior indice de
lesbes, classificados de forma geral como moderado. Fatos que nos permitem inferir
que apesar das lesdes apresentadas no presente trabalho serem compativeis com
injuria de isquemia e reperfusdo, o organismo ainda preserva potencial de

reparagao.
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5- CONCLUSAO

O modelo experimental proposto proporcionou lesées de mucosa e
submucosa em segmento intestinal, onde o fluxo sanguineo foi ocluido pela
clipagem da artéria/veia marginal peri-intestinal extramural. As alteracfes
histopatoldgicas incluiram a observacdo de desnudamento de vilosidades, edema,
hemorragia, dilatacdo de vasos linfaticos e presenca de infiltrado inflamatério que se
acentuaram nos maiores tempos de isquemia e reperfusdo empregados. Os animais
submetidos a isquemia por duas horas seguido de reperfusdo por cinco horas
(I2H/R5H) compuseram o grupo experimental de facil reproducéo e apresentaram
uma leséo intestinal moderada, contudo, compativel com a vida do paciente e ainda

com potencial para reparagdo, a ser empregada na proxima etapa da pesquisa.

35



6- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AVGERINOS, E. D.; KOSTOPANAGIOTOU, G.; COSTOPANAGIOTOU, C.; KOPANAKIS, N;
ANDREADOU, |.; LEKKA, M.; NAKOS, G.; SMYIRNIOTIS, V. Intestinal preconditioning ameliorates
ischemia-reperfusion induced acute lung injury in rats: an experimental study. Journal of Surgical
Research, v. 160, p. 294-301, 2010.

BARRIGA, A.; MEDRANO, M.; DE JUAN, J.; BURGOS, J. Intravenous infusion of adult adipose tissue
stem cells for repairing spinal cord ischaemic lesions. An experimental study on animals. Revista
Espafiola de Cirugia Ortopédica y Traumatologia, v. 57, p. 89-94, 2013.

BEN, D. F.; YU, X. Y.; JI, G. Y.; ZHENG, D. Y.; LV, K. Y.; MA, B.; XIA, Z. F. TLR4 mediates lung
injury and inflammation in intestinal ischemia-reperfusion. Journal of Surgical Research, v. 174, p.
326-333, 2012.

BOYBEYI, O.; GUNAL, Y. D.; ATASOY, P.; KISA, U.; ASLAN, M. K. The effect of colchicine and low-
dose methotrexate on intestinal ischemia/ reperfusion injury in an experimental model. Journal of
Pediatric Surgery, 2014. doi: 10.1016/j.jpedsurg.2014.01.057.

CARDEN, D. L.; GRANGER, D. N. Pathophysiology of ischaemia-reperfusion injury. Journal of
Pathology, v. 190, p. 255-266, 2000.

CHANG, J. X.; CHEN, S.; MA, L. P.; JJANG, L. Y.; CHEN, J. W.; CHANG, R.M.; WEN, L. Q.; WU, W;
JIANG, Z. P.; HUANG, Z. T. Functional and morphological changes of the gut barrier during the
restitution process after hemorrhagic shock. World Journal of Gastroenterology, v. 11, p. 5485-
5491, 2005.

CHIU, C. J; SCOTT, H. J; GURD, F. N. Intestinal mucosal lesion in low-flow states. Il. The protective
effect of intraluminal glucose as energy substrate. Archieve of Surgery, v. 101, p. 484, 1970.

DABAREINER, R. M.; SULLINS, K. E.; WHITE, N. A.; SNYDER JR. Serosal injury in the equine
jejunum and ascending colon after ischemia reperfusion or intraluminal distention and decompression.
Veterinary Surgery, v. 30, p. 114-125, 2001.

GAO, C. J.; CHAI, W.; XU, L.; ZHANG, G.; ZHANG, H.; HAN, L.; SUN, X. Protective effects of
hyperoxygenated solution preconditioning on intestinal ischemia-reperfusion injury in rabbits.
Journal of Surgical Research, v. 135, p. 268-274, 2006.

GUAN, Y.; WOTTELL, R. T.; PRITTS, T. A.; MONTRESEL, M. H. Intestinal ischemia-reperfusion
injury: reversible and irreversible damage imaged in vivo. American Journal of Physiology -
Gastrointestinal and Liver Physiology, v. 297, p. 187-196, 2009.

GUIMARAES, F. A.; TAHA, M. O.; SIMOES, M. J.; FAGUNDES, D. J. Ischemia- reperfusion of the
small intestine and hyperbaric oxygen treatment: a morphologic study in rats. Transplantion
Proceeding, v. 34, p. 977- 979, 2002.

JIANG, H.; QU, L.; LI, Y.; GU, L.; SHI, Y.; ZHANG, J.; ZHU, W.; LI, J. Bone marrow mesenchymal
stem cells reduce intestinal ischemia/reperfusion injuries in rats. Journal of Surgical Research, v.
168, p. 127-134, 2011.

KOSTOPANAGIOTOU, G.; AVGERINOS, E.; COSTOPANAIOGOTU, C.; ARKADOPOULOS, N.;
ANDREADOU, I|.; DIAMANTOUPOUOLOU, K.; LEKKA, M.; SMYRNIOTIS, V.; NAKOS, G. Acute lung
injury in a rat model of intestinal Ischemia-Reperfusion: the potential time depended role of
phospholipases A2. Journal of Surgical Research, v. 147, p. 108-116, 2007.

36



MOORE, R.M.; MUIR, W.W.; GRANGER, D.N. Mechanisms of Gastrointestinal Ischemia-Reperfusion
Injury and Potential Therapeutic Interventions: A Review and Its Implications in the Horse. Journal of
Veterinary Internal Medicine, v.9, p. 115-132, 1995.

PAGLIOSA, G. M; ALVES, G. E. S.; FALEIROS, R. R.; MATOS, J. R. T. D.; TORRES, M. B
MENDES, H. M. F.; COSTA, R. S. Use of glutamine to treatment of ischemia and reperfusion lesions
in equine jejune. Pesquisa Veterinéria Brasileira, v. 29, p. 246-252. 2009.

RIBEIRO, M. E.; YOSHIDA, W. B. Lesdes intestinais decorrentes de isquemia e reperfuséo:
fisiopatologia e modelos experimentais. Jornal Vascular Brasileiro, v. 4, p. 183 — 194, 2005.

RITZ, J. P.; GERMER, C. T.; BUHR, H. J. Prognostic factors for mesenteric infarction: multivariate
analysis of 187 patients with regard to patient age. Annals of Vascular Surgery, v.19, p.328-34,
2005.

SANTOS, C. H.; GOMES, O. M.; PONTES, J. C.; MIJI, L. N.; BISPO, M. A. The ischemic
preconditioning and postconditioning effect on the intestinal mucosa of rats undergoing mesenteric
ischemia/reperfusion procedure. Acta Cirargica Brasileira, v. 23, p. 22-28, 2008.

VASCONCELOS, A.C. Alteracdes circulatérias: trombose, embolia, isquemia, lesbes de reperfuséo e
infarto. In: Curso de Patologia Geral. Notas de aula. Belo Horizonte: ICB-UFMG, 2002.

YASSIN, M.M.; BARROS, D'SA. A. A.; PARKS, T. G.; McCAIGUE, M. D.; LEGGETT, P.; HALLIDAY,
M. I.; ROWLANDS, B. J. Lower limb ischaemia-reperfusion injury alters gastrointestinal structure and
function. The British Journal of Surgery, v.84, p.1425-1429, 1997.

YURDAKAN, G.; TEKIN, I. O.; COMERT, M.; ACIKGOZ, S.; SIPAHI, E. Y. The presence of oxidized
low-density lipoprotein and inducible nitric oxide synthase expression in renal damage after intestinal
ischemia reperfusion. Kaohsiung Journal of Medical Sciences, v. 28, p. 16-22, 2012.

ZHAO, Z.Q.; CORVERA, J. S.; HALKOS, M.E.; KERENDI, F.; WANG, N. P.; GUYTON, R. A;
VINTEN-JOHANSEN, J. Inhibition of myocardial injury by ischemic postconditioning during
reperfusion: comparison with ischemicpreconditioning. American Journal of Physiology Heart and
Circulatory Physiology, v. 285, p. H579-H588, 2003.

37



CAPITULO 3 - INFUSAO INTRAVENOSA DE CELULAS TRONCO
MESENQUIMAIS COMO TERAPIA DA LESAO DE ISQUEMIA/REPERFUSAO
INTESTINAL EM COELHOS NOVA ZELANDIA

Oliveira, A.P.L.; Rangel, J.P.P.; Riodades, L. F.S.; Almeida, B. L.; Godoi, N.P.; Cruz,

E.P.; E. Pereira Neto; Fiorio, W.A.B.; Monteiro, B.S.

RESUMO

O presente estudo teve como principal objetivo avaliar a eficicia da infusdo células
tronco mesenquimais (CTM) derivada de tecido adiposo sobre diminuicdo das lesdes
teciduais locais e remotas, causadas pelo evento de I/R intestinal experimental, em
coelhos da raca Nova Zelandia. Para obtencéo, cultivo e caracterizacdo das CTM
provenientes de tecido adiposo (ADCTM) foram utilizados 3 animais jovens. As
células foram consideradas viaveis para terapia a partir da quarta passagem (fase in
vitro). Para etapa in vivo foram utilizados 24 animais, adulto-jovens, pesando
aproximadamente 3,5kg, divididos aleatoriamente em dois grupos experimentais,
denominados IR Tratado com CTM (I2H/R5H CTM 3D; I2H/R5H CTM 7D); IR
Tratado PBS (I2H/R5H PBS 3D; I2H/R5H PBS 7D). Os animais foram anestesiados
e submetidos a celiotomia mediana pré-retroumbilical. A artéria marginal peri-
intestinal extramural foi localizada e clampeada (regido predeterminada e
padronizada) com auxilio de um clipe vascular, promovendo uma interrupcao do
fluxo sanguineo durante 2 horas. Apds esse periodo, o fluxo sanguineo foi
restabelecido, a anestesia inalatdria suspendida e os animais despertados. Ap6s 5
horas de reperfuséo realizou-se os tratamentos por infusdo endovenosa, conforme
grupos experimentais. Os animais foram avaliados 72 horas e sete dias apés o
tratamento quanto ao aspecto macroscopico (coloracdo e peristaltismo) do
segmento jejunal e por meio de avaliacdo histolégica do segmento isquemiado
gquanto a presenca ou auséncia de destruicdo de mucosa intestinal, edema,
hemorragia, dilatacdo de vasos linfaticos e presenca de células inflamatorias
polimorfornucleares, tanto em mucosa quanto submucosa. Os resultados
observados revelaram que os grupos tratados com ADCTM obtiveram menores
lesGes em mucosa e submucosa quando comprados aos grupos tratados com PBS.
Ainda os grupos tratados com ADCTM obtiveram resposta inflamatoria controlada e
maior taxa mitotica, resultados relacionados ao potencial terapéutico das CTM.

Palavras-Chave: lesdes remotas, terapia celular, artéria marginal peri-intestinal
extramural.
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1- INTRODUCAO

As lesdes de Isquemia/Reperfuséo (I/R) intestinais sdo consideradas eventos
de grande relevancia clinica, podendo causar danos locais e remotos (GAO et al.,
2006; JIANG et al.,, 2011; VOLLMAR & MENGER, 2011; BEN et al.,, 2012). A
isquemia intestinal pode ser classificada em isquemia mesentérica aguda, isquemia
mesentérica crénica e colite isquémica que irdo culminar em diminuicdo do aporte
sanguineo tecidual e reducdo de oxigénio intestinal (ROWE & WHITE, 2002;
YASUHARA, 2005; KASZAKI et al., 2006).

Sabendo que o intestino delgado € constituido por células Il4beis,
consideradas sensiveis ao insulto isquémico, uma vez que ocorra a I/R intestinal, a
funcdo de barreira podera se tornar prejudicada, podendo até mesmo levar a um
quadro de translocacdo bacteriana (HUNG et al., 2004; CHEN et al., 2014),
sindrome da resposta inflamatoria sistémica e faléncia maltipla dos 6rgaos (KUBIAK
et al., 2010; MA et al., 2014).

Devido a alta taxa de mortalidade, 60-80% (RITZ et al., 2005; BOYBEY!I et
al.,2014) e morbidade, 60-100% (OLDENBURG et al., 2004; JIANG et al., 2011)
causadas pela I/R intestinal, cada vez se faz mais necesséario a realizacdo de
estudos a fim de se elucidar os mecanismos envolvidos no evento, bem como suas

possiveis medidas terapéuticas (ROCHA et al., 2012).

Dentre as modalidades terapéuticas capazes de amenizar os efeitos
prejudiciais locais e remotos da I/R, destaca-se o uso de medicacdes antioxidantes e
antiinflamatérias (KOSTOPANAGIOTOU et al., 2007; AVGERINOS et al., 2010;
YURDAKAN et al., 2012), utilizacao do propofol (VASILEIOU et al., 2012), ch& verde
(ABDEEN et al., 2011), hidrocortisona (ALVES et al., 2011), rutina (ITAGAKI et al.
2010), glutamina (PAGLIOSA et al., 2009), do azul de metileno (GRECA, et al.,
2008), DMSO (DABAREINER et al., 2005), 6leo de resina de copaiba (PAIVA et al.
2004), dentre outros.

Estudos com terapias celulares em doencgas inflamatorias intestinas tém se
tornado cada vez mais emergente devido a sua agao multifocal. Dentre as principais
afeccdes que sdo alvos destes estudos, destacam-se as doencas inflamatérias
intestinais, a sindrome do intestino curto, as lesdes I/R. O termo “multifocal” usado

para definir este tipo terapéutico esta relacionado ao fato de estes diminuirem a
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inflamacéo, reduzirem risco de infeccéo e estimularem o reparo tecidual (MANIERI &
STAPPENBECK, 2011). Baseando-se nesses principios, o emprego de células
tronco mesenquimais (CTM) como método terapéutico das doencas intestinais
(MANIERI & STAPPENBECK, 2011; JIANG et al., 2011) vém sendo testado.

As células tronco mesenquimais (CTM) estdo presentes em todos tecidos
adultos, em regido perivascular, porém em pequena quantidade (MEIRELLES et al.,
2008). Estas sao células multipotentes capazes de se aderir em substrato plastico, e
diferenciar, in vitro, em diferentes tipos celulares tais como osteoblastos,
condroblastos, hepatécitos, neurbnios, células epiteliais, renais, cardiacas, dentre
outras (PITTENGER et al., 1999; MONTEIRO et al, 2008, MANIERI &
STAPPENBECK, 2011). Também devido a esta caracteristica de plasticidade, estas
células sédo capazes de se diferenciar tanto in vitro ou in vivo (GIORDANO et al.,
2007).

As células mesenquimais sao capazes de promover imunomodulacao através
da estimulacdo de diversos fatores de crescimento, sendo estes o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento da insulina 1 (IGF-1),
fator de crescimento dos hepatécitos (HGF), fator de crescimento epidérmico (EGF),
fator de crescimento alfa (TGF-a). A ativacdo destes fatores ir4 causar a inibicao da
apoptose, aumento da angiogénese, estimula a mitose, proliferacéo e diferenciacéo

destas células em 6rgaos precursores intrinsecos (JIANG et al., 2011).

O objetivo deste estudo foi avaliar, por meio de avaliacdes histopatolégicas,
se a infusdo de células tronco mesenquimais alégenas, derivadas de tecido adiposo,
por via intravenosa, ird atenuar as lesdes locais e remotas provocadas pela I/R
intestinal em coelhos submetidos experimentalmente a isquemia intestinal, apds a

oclusao da artéria mesentérica cranial.
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2- MATERIAL E METODOS

Protocolo de ética: 294/2014 CEUA/UVV

2.1 - Animais de experimentacéao

Para estudo foram utilizados 27 coelhos da raca Nova Zelandia, machos, de
aproximadamente 10 semanas, com peso médio de 3,0 kg, alocados em um
container modificado, de 12 metros de comprimento, revestido com PVC e
isolamento térmico, ar condicionado e exaustor para controle de temperatura
(aproximadamente 20°c) e temporizador elétrico mantendo fotoperiodo de 12/12
horas luz e escuro. Trés animais foram utilizados na etapa in vitro do estudo e 24

animais foram alocados no estudo in vivo.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, distribuidos de forma
aleatoria, recebendo agua ad libtum e 100 gramas/dia de racdo comercial para
roedores (Racg&o do Sitio Coelh&o® - Guabi Nutricdo Animal, Anapolis - Go).

2.2 - Cultura celular

O tecido adiposo foi coletado de 3 coelhos. Antecedendo a colheita, os
animais foram mantidos em jejum alimentar de 12 horas, submetidos a medicacdo
pré-anestésica com acepromazina (0,1 mg/kg/IV) associado a morfina (0,4mg/kg/IM)
e apos dez minutos, foram submetidos a tricotomia no membro toracico direito,
regido de externo e abdémen. Em seguida, no centro cirargico, a veia auricular
marginal foi cateterizada, e administrados os farmacos para indugdo anestésica:
propofol (2mg/kg/lV) e midazolan (1mg/kg/lV). Apés a perda dos reflexos, as
amostras de tecido adiposo de aproximadamente 1,0 cm? (1,0 grama) foram extraidas
da regido inguinal, sob condicBes assépticas, e armazenadas em tubo falcon de 50,0

mL contendo meio de cultura celular.

No fluxo laminar, esse tecido foi cortado em pequenos pedacos e transferido
para outro tubo falcon de 15,0 mL contendo solucéo de colagenase do tipo | (Sigma,
St Louis MO, USA), por 60 minutos, em estufa a 37°C, 5% de CO,, agitado a cada
15 minutos. Posteriormente, o tubo foi centrifugacéo a 694G (2000 rpm), durante 10
minutos, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 10,0
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mL meio DMEM (Dulbecco’s Modiffed Eagle Medium) acrescido de SFB (Soro Fetal

Bovino) e esse volume dividido em cinco garrafas de cultura de 75 cm?.

O volume de solucéo das garrafas foi acrescentado até completar 15,0 mL de
DMEM completo, e as garrafas foram mantidas em estufa incubadora a 37°C em 5%
de CO,; e umidade de 95%. As células foram monitoradas diariamente, em
microscopio invertido de contraste de fase, sendo o meio de cultura trocado a cada 2
a 3 dias, de acordo com o metabolismo celular.

Apoés permanecerem em estufa, quando foi identificada a confluéncia de 80%,
0 meio de cultura foi totalmente desprezado e a cultura foi tripsinizada (Tripsina-
EDTA 1x) e incubada a 37° C, durante 5 minutos. Apds esse periodo, inativou-se a
acdo da tripsina com acréscimo de meio DMEM completo. A solucdo foi
transportada para um tubo de centrifuga e centrifugada a temperatura de 22° C e
694G (2000 rpm) por 10 minutos. O sobrenadante foi totalmente desprezado e o
pellet ressuspendido em meio DMEM completo, e novamente dividido em garrafas
de cultura, na proporcédo 1:2 (cada garrafa formava duas novas garrafas). A cada
nova confluéncia de 80% o procedimento era novamente realizado até atingir a

guarta passagem celular.

2.2.1 - Caracterizacao celular

Uma aliquota das células da quarta passagem, derivadas de tecido adiposo foi
caracterizada por citometria de fluxo através da analise de expressao de moléculas
de superficie celular para CD 73 (anti-CD73 clone 5 F/B9 mouse — AbCam
Cambridge, Massachusetts, EUA), CD 11 (anti-CD11b— AbCam), CD 90 (anti-CD90
clone Ox-7 mouse — AbCam) e CD 45 (anti-CD45 clone 69 mouse — BD Bioscience,
San Jose, Califérnia, EUA), utilizando citbmetro de fluxo FACScan e software

CellQuest®, obtendo-se 30.000 eventos por amostra testada.

2.2.2 - Diferenciacdo osteogénica

Outra aliquota de células de quarta passagem foi submetida a etapas de
diferenciacdo osteogénica. As células aderentes foram desprendidas com tripsina,

contadas e replaqueadas em placa de 6 pocos, com laminulas de 22 mm de
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diametro, com meio de cultura DMEN enriquecido com 10% de SFB, 10®mol/mL de
dexametasona (Sigma, St Louis MO, USA), 5,0ug/ml de acido ascérbico 2-fosfato
(Sigma, St Louis MO, USA) e 10,0mmol/L de B-glicerofosfato (Sigma, St Louis MO,

USA) e incubado a 37°C por quatro semanas.

No 30° dia apos a colocacdo das células no meio osteogénico as laminulas
foram lavadas em PBS e coradas pelo método de Von Kossa para observar a
deposicao de calcio.

2.2.3 - Preparo das células para infusao

Apdés a quarta passagem, outras amostras de células foram tripsinizadas,
observadas em microscopia Optica para a avaliacdo da viabilidade celular,
submetidas a contagem em camara de Newbauer e aliquotadas na concentracdo de
1,2 x 10° células/0,5 ml de PBS. Cada aliquota foi armazenada em seringa de 1,0 ml

e transportada para o centro cirdrgico, aguardando o momento da infuséo.

2.3 - Procedimentos anestésicos

Os coelhos foram mantidos em jejum alimentar de 8 horas. Antecedendo o
ato cirargico, foram administrados os farmacos pré-anestésicos associando Xilazina
(2,5 mg/kg/IM) e Cetamina (25 mg/kg/IM). A veia auricular marginal foi cateterizada
para a instituicdo de fluidoterapia e realizacdo de medicacdo analgésica com
Cloridrato de Tramadol (1,0 mg/kg/IM). Apds a perda dos reflexos palpebrais e
laringotraqueais, realizou-se a intubacdo orotraqueal para permitir a manutencao
anestésica pela inalacdo dose efeito de isofluorano. A artéria auricular central foi
cateterizada, heparinizada e o cateter conectado a um sistema para mensuracao da

pressao arterial, para permitir a monitoracdo anestésica.

O paciente foi posicionado em decubito dorsal, apoiado sobre calha cirirgica

e realizou-se tricotomia ampla da regido abdominal.
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2.4 - Procedimento cirargico

O campo cirargico foi preparado realizando antissepsia com alcool 70% e
clorexidine tépico 2% e o0s panos cirargicos foram posicionados. Foi realizada
celiotomia mediana pré-retroumbilical, de aproximadamente 6,0 cm, no sentido
cranio caudal. O segmento intestinal do jejuno, mais proximal a incisdo, foi
identificado, exteriorizado da cavidade, identificou-se o ramo da artéria/veia marginal

peri-intestinal extramural e realizou a oclusé&o utilizando clipe vascular.

O tempo de oclusdo foi de duas horas de isquemia e cinco horas de
reperfusdo. Durante o intervalo de tempo da oclusdo, 0s animais permaneceram
anestesiados e tiveram a cavidade abdominal suturada por pontos separados, para
evitar perda de fluido abdominal e contaminacao. Apds a remocéo do clipe vascular,
a fascia muscular foi aproximada com pontos tipo Sultan (X), tecido subcutaneo com
sutura simples continua e a pele foi aproximada por sutura intradérmica, utilizando

fio ndo absorvivel sintético em todos os planos.

2.5 - Grupos experimentais e tratamentos

Os animais foram numerados dos numeros 1 ao 24 e foram aleatoriamente
distribuidos, por meio de sorteio, nos grupos experimentais contendo doze animais

(Tabela 1). A ordem das cirurgias obedeceu a numeracao pré-estabelecida.

- Grupo Isquemia duas horas/Reperfuséo cinco horas + aplicacdo intravenosa
de solucéo tampéo salina fosfato (I2H/R5H PBS): Pacientes submetidos a celiotomia
mediana pré-retroumbilical e manipulacdo do segmento intestinal do jejuno, seguida
da realizagdo da oclusdo dos vasos durante 2 horas. Os animais permaneceram
anestesiados por duas horas e apds esse tempo foi removido o clipe vascular e
realizado um ponto com fio de sutura polipropileno ndo absorvivel sintético de cor
azul no mesentério préximo ao local da clipagem. Nesse momento considerou o
inicio da reperfusdo, a anestesia foi cessada e o paciente permaneceu vivo e
acordado. Apo6s o periodo de 5 horas de reperfusdo intestinal foi realizado

tratamento com infusdo endovenosa de 0,5 mL de PBS, pela veia auricular marginal.

Aos trés e sete dias de pos-operatorio, seis animais (em cada periodo) foram
submetidos novamente a celiotomia mediana para coleta de fragmentos de intestino
para avalicdo histologica; swabs peritoneais para teste de translocacéo bacteriana;

apos os animais foram submetidos a eutanasia por sobredosagem anestésica.
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- Grupo Isquemia duas horas/Reperfusao cinco horas + aplicacéo intravenosa
de células tronco mesenquimais (I2H/R5H CTM): Pacientes submetidos a celiotomia
mediana pré-retroumbilical e manipulacdo do segmento intestinal do jejuno, seguida
da realizacdo da oclusdo dos vasos durante 2 horas. Os animais permaneceram
anestesiados por duas horas e apos esse tempo foi removido o clipe vascular e
realizado um ponto com fio de sutura polipropileno 5-0 ndo absorvivel sintético de
cor azul no mesentério proximo ao local da clipagem. Nesse momento considerou o
inicio da reperfusdo, a anestesia foi cessada e 0 paciente permaneceu Vvivo e
acordado. Apo6s o periodo de 5 horas de reperfusdo intestinal foi realizado
tratamento com infusdo endovenosa de células tronco mesenquimais (1,2 x 10°

células) suspenso em 0,5 mL de PBS, pela veia auricular marginal.

Aos trés e sete dias de pos-operatorio, seis animais (em cada periodo) foram
submetidos novamente a celiotomia mediana para coleta de fragmentos de intestino
para avaliacao histolégica; swabs peritoneais para teste de translocacao bacteriana;

apos os animais foram submetidos a eutanasia por sobredosagem anestésica.

Tabela 1: Resumo/delineamento proposto para a confec¢cao dos grupos experimentais.

Grupo N° de Tempo Tempo de Eutanésia
P animais Isquemia/Reperfuséo tratamento (Momentos/tempo)

6 3 dias apds tratamento

I2H/R5H PBS 2 horas / 5 horas
6 Ap6s cinco horas 7 dias ap0s tratamento
6 de reperfusdo | 3 gias apés tratamento

I2H/R5H CTM 2 horas / 5 horas
6 7 dias ap0s tratamento

2.6 - Avaliacdo macroscépica transcirurgica

Antes e ap0s a realizacdo da clipagem da artéria/veia marginal peri-intestinal
extramural foi avaliado o aspecto macroscépico do segmento irrigado pelo ramo
ocluido e dos segmentos adjacentes, quanto a coloracdo, peristaltismo (teste de
beliscamento) e temperatura ao toque. Os achados macroscépicos foram

comparados entre 0s animais de um mesmo grupo, e entre 0S grupos.
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2.7 - Avaliacao de translocacao bacteriana (TB)

Para avaliar possivel translocagdo bacteriana, foram realizados swabs
peritoneais logo apos celiotomia mediana (basal), apds a retirada do clipe vascular
(isquemia) e durante a realizacdo do segundo procedimento cirdrgico apés 3 ou 7
dias pos-tratamento. As culturas foram expressas em unidades formadoras de
colonia (UFCs) e foi considerado translocacao bacteriana quando houve crescimento
nas culturas das amostras de intestino coletado.

2.8 - Exame Histopatoldgico

Foram coletados trés fragmentos intestinais de jejuno através de
enterectomia, de aproximadamente 3,0 cm de extensdo, sendo um fragmento da
regido acometida pela lesdo isquémica, um fragmento 10 cm cranial a leséo
isquémica, e outro fragmento 10 cm caudal a lesdo isquémica. ApoOs as coletas, 0s

animais foram submetidos a eutanasia.

Todos os fragmentos extraidos foram fixados em formol 10% e incorporados
em parafina. Os tecidos foram seccionados em cortes de aproximadamente 4-5 um

para confeccdo de lamina histoldgica e corada por hematoxilina e eosina.

Foram avaliados histologicamente no minimo seis campos escolhidos
aleatoriamente por lamina de cada animal e para cada segmento e considerado a
mediana de eventos para se classificar estas lesdbes em escores. O avaliador

desconhecia os grupos avaliados.

A classificacdo histopatolégica das les@es intestinais do fragmento isquémico
foi estabelecida de acordo com o escore proposto por Chiu et al. (1970) adaptado
demonstrado na tabela 2 e Pagliosa et al. (2009) adaptado, demonstrado nas
tabelas 3 e 4. Para avaliar presenca de processo inflamatério mononuclear
estabeleceu-se um escore proposto na tabela 5. Realizou-se também analise
descritiva das lesdes encontradas em cada grupo.
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Tabela 2: Escore para lesdo em mucosa de jejuno de coelhos Nova Zelandia submetidos a isquemia
e reperfusado por clampeamento da artéria/veia marginal peri-intestinal extramural.

ESCORE LESAO

0 Mucosa sem alteracao.

1 Vilosidades preservadas sem lise celular, sem processo inflamatério (PI), com
espaco subepitelial (ES).

2 Lise celular, com ES, espacamento aumentado entre as vilosidades.

3 Desnudamento de vilosidade, com células inflamatérias (Cl), capilares dilatados.

4 Destruicdo estrutural da vilosidade, com CIl, necrose e ulceracdo glandular
basal.

5 Destruicao total da mucosa.

Chiu et al. (1970) adaptado.

Tabela 3: Escore para edema, hemorragia e presenca de polimorfonucleares nas camadas mucosa e
submucosa do jejuno de coelhos Nova Zelandia submetidos a isquemia e reperfusdo por
clampeamento da artéria/veia marginal peri-intestinal extramural.

Escore EDEMA/ HEMORRAGIA/ PRESENCA DE POLIMORFONUCLEARES

Ausente.
Incipiente.
Leve.
Moderado.
Intenso.

A WDNPFEO

Adaptado Pagliosa et al. (2009)

Tabela 4: Escore para dilatagdo de vasos linfaticos nas camadas mucosa e submucosa do jejuno de
coelhos Nova Zeldndia submetidos a isquemia e reperfusdo por clampeamento da artéria/veia
marginal peri-intestinal extramural.

Escore DILATACAO DE LINFATICOS
0 Ausente

1 Moderado

2 Intenso

Adaptado de Pagliosa et al. (2009)

Tabela 5: Escore para processo inflamatério mononuclear nas camadas mucosa e submucosa do
jejuno de coelhos Nova Zelandia submetidos a isquemia e reperfusdo por clampeamento da
artéria/veia marginal peri-intestinal extramural.

ESCORE PROCESSO INFLAMATORIO MONONUCLEAR

Ausente
Incipiente
Leve
Moderado
Intenso

A W NPFE O

2.9 - Andlise estatistica

Para testar a normalidade dos dados histopatologicos classificados em

escores foi utilizado teste de Kolmogorov-Smirnorv. Apés, os dados foram avaliados
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usando o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis seguido de pos-teste de Dunn,
considerado significante quando p < 0,05. Os dados foram analisados com auxilio do
programa GraphPadPrism5®.
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3- RESULTADOS

O tecido adiposo propiciou uma cultura heterogénea, composta por células
arredondadas, ndo aderentes e micelas lipidicas no sobrenadante da cultura nas
primeiras horas de cultura. Ap6s 24 horas, observou-se células com morfologia
fibroblastoides e aderéncia a garrafa e aos trés dias, a populagdo celular
apresentava-se mais homogénea, com predominancia das células aderentes de
morfologia fibroblastéide, organizadas em colbnias (Figura 1A e 1B), permanecendo
similar durante todos os momentos de observacao. A viabilidade celular apresentada
pelo teste de Azul de Tripan foi superior a 95,2%.

A caracterizacdo fenotipica obtida pela citometria de fluxo mostrou baixa
expressdo de marcadores de células hematopoiéticas CD45 (6,17%) e CD11
(3,63%) e alta expressdo de marcadores de células tronco CD90 (99,0%) e CD73
(96,7%). Durante a etapa de diferenciacdo osteogénica, foi observado pontos de
calcificagdo (Figura 1C) da matriz a partir do sétimo dia apds indugcdo da
diferenciacdo e as células que se diferenciavam mudaram da aparéncia
fibroblastéide alongada, para uma forma mais arredondada. Evidenciou-se a
presenca da matriz extracelular rica em calcio devido a observacdo de ndédulos de

mineralizacdo avermelhados na coloracdo de Von Kossa, ao 30° dia (Figura 1D).

A associacdo desses dados nos permitiu inferir que o grupo de células

utilizado no estudo é de células tronco mesenquimais.
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Figura 1: Imagem de microscopia 6ptica exibindo cultura de células mesenquimais derivadas de
tecido adiposo de coelho. A) Presenca de células alongadas, de morfometria fibroblastoide e aderidas
em substrato plastico da garrafa, demonstrando confluéncia celular superior a 80%. B) Cultura de
células de quarta passagem, com presenca de células alongadas, de morfometria fibroblastoide e
aderidas em substrato plastico da garrafa, coradas pela técnica de Giemsa. C) Cultura celular de
guarta passagem, submetida a diferenciacao osteogénica apresentando pontos de calcificagao (seta)
da matriz ao sétimo dia ap0Os inducdo da diferenciagdo. D) Cultura celular de quarta passagem,
submetida a diferenciacdo osteogénica exibindo presenca da matriz extracelular rica em calcio e
observagdo de nodulos de mineralizacéo avermelhados, pela na coloracao de Von Kossa, ao 30° dia
(escala =100 pum).

O procedimento de inducdo anestésica foi realizado de forma a ndo causar
excitacdo dos animais para que a funcdo hemodinamica e respiratéria mantivesse
estavel até o momento de realizacdo do procedimento. Em alguns animais néo foi
possivel realizar entubacao, portanto estes foram mantidos com auxilio de mascara.

N&o se observou quaisquer complicacdes anestésicas.

A clipagem da artéria/veia marginal peri-intestinal extramural permitiu a
oclusdo de fluxo sanguineo para um segmento de aproximadamente 8 cm de
extensao, proporcionando apods o periodo de duas horas, alteracdes de coloracéo de
serosa intestinal, sugerindo congestao, e hipomotilidade. As regibes adjacentes (10

cm cranial e 10 cm caudal) a area irrigada apresentavam-se levemente alteradas. O
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tempo médio do procedimento cirurgico, considerando da incisdo de pele até o

término da sutura, foi de 2 (duas) horas e 30 (trinta) minutos.

Devido a metodologia aplicada, as alteracdes macroscopicas relacionadas ao
evento de reperfusdo ndo foram avaliadas, uma vez que terminado o periodo de
isquemia, a anestesia era cessada, 0s animais eram acomodados em gaiolas,
observados durante cinco horas, até o momento da realizagdo do tratamento, por
infusdo endovenosa, permanecendo em observacao ateé trés ou sete dias, de acordo

com 0 grupo experimental.

Aos trés ou sete dias, os animais foram novamente submetidos a celiotomia
mediana. A utilizacdo do fio de sutura polipropileno 5-0 ndo absorvivel sintético para
assinalar o local de lesdo se demonstrou viavel, pois ao submeter os animais
novamente a cirurgia, foi possivel identificar facilmente o local marcado.
Macroscopicamente, observou-se em ambos os grupos I12H/R5HCTM, que a serosa
intestinal de todo segmento jejunal apresentava coloracdo avermelhada intensa e
presenca de vasos sanguineos bem evidentes (Figura 2A) e, em resposta ao teste
de beliscamento, os segmentos intestinais isquemiados e 0s segmentos adjacentes

ao local de leséo apresentaram resultado positivo.

Nos grupos I12H/R5H PBS 3D e I2H/R5H PBS 7D observou-se aumento de
liguido livre em cavidade abdominal, de aspecto seroso e coloracdo amarelada. Em
dois animais do grupo I2H/R5H PBS 7D evidenciou-se a presenca de depdsito de
fibrina em serosa intestinal, e alguns segmentos intestinais aderidos aos outros
(Figura 2B). Esta alteracdo ndo foi observada nos demais grupos. Também, nos
grupos PBS a resposta ao teste de beliscamento dos segmentos intestinais

isquemiados e adjacentes foi sugestiva de hipomotilidade.

N&o foi constatado crescimento bacteriano nas culturas realizadas a partir do

swab peritoneal em todos os momentos de avaliagéo.
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Figura 2: Segmento intestinal de jejuno de animais alocados, submetidos a duas horas de isquemia e
cinco horas de reperfusao (I2H/R5H). A) Grupo I2H/R5H CTM 7D - serosa intestinal de todo
segmento jejunal apresentando coloragdo avermelhada intensa e presencga de vasos sanguineos bem
evidentes. Destaque (seta) para a sutura de mesentério indicando local da oclusdo do vaso
sanguineo. B) Grupo I2H/R5H PBS 7D - serosa intestinal de todo segmento jejunal apresentando
coloracdo avermelhada intensa, presenca de vasos sanguineos bem evidentes e presenca de
depdsito de fibrina em serosa intestinal (seta), e alguns segmentos intestinais aderidos aos outros
(seta tracejada).

Histologicamente, considerando as lesdes em mucosa intestinal, observou-se
gue nos grupos tratados com PBS evidenciou-se locais de vilosidades com espaco
subepitelial (escore 1) e com lises celulares (escore 2) (Figura 3), enquanto
nenhuma alteracédo foi visualizada nos grupos CTM. Os grupos I2H/R5H CTM 3D e
I2H/R5H CTM 7D obtiveram diferenca significativa em relagdo aos grupos 12H/R5H
PBS 3D e I2H/R5H PBS 7D. As alteracdes estao apresentadas na tabela 6.

Tabela 6: Resultados, em escore, das analises histolégicas de lesdo em mucosa de jejuno de
coelhos Nova Zeldndia submetidos a isquemia e reperfusdo por clampeamento da artéria/veia
marginal peri-intestinal extramural, segundo Chiu et al. (1970).

COELHOS ESCORE PARA LESAO EM MUCOSA
I2H/R5H CTM 3D  12H/R5H CTM 7D I2H/R5H PBS 3D I2H/R5H PBS 7D
1 0 0 0 1
2 0 0 2 1
3 0 0 1 2
4 0 0 2 1
5 0 0 1 1
6 0 0 1 2
Mediana 0? 02 1P 1P

Na mesma linha, letras iguais representam equivaléncia estatistica e letras diferentes representam diferenga entre os grupos.
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Figura 3: Fotomicrografia de animal alocado no grupo I2H/R5H PBS 7D exibindo espacgo
subepitelial (triangulo) em regido de mucosa intestinal, classificado com escore 2 e

hemorragia incipiente (escore 1)(setas).

Com relacédo a erosdo de mucosa, a maioria das observacdes constataram

auséncia de erosédo (escore 0), apenas nos grupos tratados com PBS foi possivel

observar separacdo entre o epitélio e a lamina propria na extremidade das

vilosidades (escore 1). Nao houve diferenca estatistica entres os grupos.

Para a variavel edema de mucosa avaliado, os grupos I2H/R5H CTM 3D e

I2H/R5H CTM 7D apresentaram padréo de classificacdo ausente/incipiente (escore

0-1), e foram significantemente diferentes do grupo I2H/R5H PBS 3D com p<0,05 e

p<0,01 respectivamente, que apresentou graus leve a moderado (Figura 4).

Também foi possivel observar que esse edema de mucosa tendeu a resolucéo ao

longo dos sete dias de observagéo.
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Figura 4: Fotomicrografia de animal alocado no grupo I2H/R5H PBS 3D exibindo edema de

mucosa (triangulo).



Considerando a variavel hemorragia em mucosa, a maioria das observacdes
foi classificada em escore 0, isto €, ausentes, com raros achados de hemorragia leve
(escore 2). Nao observou-se diferenca estatistica entre os grupos.

Quanto a presenca de infiltrado de polimorfonuclear, observou-se mais
frequentemente escores leves (escore 2), moderados (escore 3), n0OS Qrupos
I2H/R5H CTM 3D e I2H/R5H CTM 7D. Houve diferenca estatistica do grupo 12H/R5H
CTM 7D em relagéo aos grupos 12H/R5H PBS 3D (p< 0,05) e I2H/R5H PBS 7D (p<

0,001). As demais alteracOes estdo apresentadas na tabela 7.

Tabela 7: Resultados, em escore, das andlises histoldgicas de presenga de PMN em mucosa de
jejuno de coelhos Nova Zelandia submetidos a isquemia e reperfusdo por clampeamento da
artéria/veia marginal peri-intestinal extramural.

COELHOS ESCORE PARA PRESENCA DE PMN EM MUCOSA
I2H/R5H CTM 3D  12H/R5H CTM 7D I2H/R5H PBS 3D I2H/R5H PBS 7D
1 2 3 > 0
2 2 3 > 1
4 2 3 2 0
Mediana 2% 32 15° ik

Na mesma linha, letras iguais representam equivaléncia estatistica e letras diferentes representam diferenga entre os grupos.

A presencga de processo inflamat6rio mononuclear foi observadas nos grupos
I2H/R5H CTM 3D e I12H/R5H CTM 7D classificados, principalmente, em escore
incipiente (escore 1) e moderado (escore 3) respectivamente. Com base no
resultado houve diferenca significativa entre dos grupos I12H/R5H CTM 3D em
relacdo ao grupo I12H/R5H CTM 7D (p< 0,01). As demais alteracbes estao
apresentadas na tabela 8.

Tabela 8: Resultados, em escore, das andlises histolégicas de presenca de PIM em mucosa de
jejuno de coelhos Nova Zelandia submetidos a isquemia e reperfusdo por clampeamento da
artéria/veia marginal peri-intestinal extramural.

COELHOS ESCORE PARA PRESENCA DE PIM EM MUCOSA
I2H/R5H CTM 3D I2H/R5H CTM 7D I2H/R5H PBS 3D I2H/R5H PBS 7D
1 1 2 1 2
2 2 3 1 2
3 2 3 1 2
4 1 3 3 2
5 1 3 3 2
6 1 3 1 2
Mediana 1° 3P 1% 2%

Na mesma linha, letras iguais representam equivaléncia estatistica e letras diferentes representam diferenga entre os grupos.
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Para a variavel dilatacdo de linfatico em mucosa, o grupo 12H/R5H CTM 3D
apresentou classificagéo incipiente em sua grande maioria. O grupo I2H/R5H CTM
7D foi classificado como ausente. Ainda os grupos I2H/R5H PBS 3D e 12H/R5H PBS
7D obtiveram classificacdo incipiente (escore 1) e leve (escore 2) respectivamente.
Estatisticamente o grupo I2H/R5H CTM 7D foi diferente dos grupos 12H/R5H PBS 3D
(p< 0,05) e I12H/R5H PBS 7D (p< 0,05). As demais alteragOes estao apresentadas

na tabela 9.

Tabela 9: Resultados, em escore, das analises histologicas de dilatacao de linfatico em mucosa de
jejuno de coelhos Nova Zelandia submetidos a isquemia e reperfusdo por clampeamento da
artéria/veia marginal peri-intestinal extramural.

COELHOS ESCORE PARA DILATACAO LINFATICA EM MUCOSA
I2H/R5H CTM 3D  12H/R5H CTM 7D I2H/R5H PBS 3D I2H/R5H PBS 7D
1 1 0 1 1
2 1 0 0 1
4 1 0 2 1
Mediana 1% 0 15° 1b

Na mesma linha, letras iguais representam equivaléncia estatistica e letras diferentes representam diferenga entre os grupos.

As observacBes histopatoldégicas de submucosa evidenciaram edema
presente em graus incipiente (escore 1) a ausentes (escore 0) nos grupos tratados
com CTM (Figura 5), diferente do observado nos grupos tratados com PBS, que em
sua maioria apresentaram graus moderados (escore 3). A partir destes resultados o
grupo 12H/R5H CTM 3D foi significativamente diferente em relacdo ao grupo
I2H/R5H PBS 7D (p< 0,05). Também houve diferenca entre o grupo 12H/R5H CTM
7D em relacao aos grupos 12H/R5H PBS 3D e I12H/R5H PBS 7D (p< 0,05; p< 0,01).

As demais alteracdes estdo apresentadas na tabela 10.
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Tabela 10: Resultados, em escore, das analises histologicas de edema em submucosa de jejuno de
coelhos Nova Zelandia submetidos a isquemia e reperfusdo por clampeamento da artéria/veia
marginal peri-intestinal extramural.

COELHOS ESCORE PARA EDEMA EM SUBMUCOSA
I2H/R5H CTM 3D I12H/R5H CTM 7D I12H/R5H PBS 3D I2H/R5H PBS 7D
1 1 0 3 3
2 2 0 2 3
3 0 0 2 3
4 1 0 3 3
5 1 1 3 3
6 0 0 3 3
Mediana 1%¢ 0* 3% 3P

Na mesma linha, letras iguais representam equivaléncia estatistica e letras diferentes representam diferenca entre os grupos.

Figura 5: Fotomicrografia de animal alocado no grupo I2H/R5H CTM 7D exibindo altura de
vilosidade preservada (mucosa) (barra) e submucosa (seta) com aspectos histolégicos normais.

N&o foram visualizados hemorragia em submucosa em nenhum grupo.

A presengca de infiltrado polimorfonuclear (PMN) em submucosa foi
classificada como moderada (escore 3) nos grupos tratados com CTM, e incipientes
(escore 1) nos grupos tratados com PBS. Estatisticamente o grupo I2H/R5H CTM 3D
foi significativamente diferente em relacdo aos grupos 12H/R5H PBS 3D e I12H/R5H
PBS 7D (p<0,05; p<0,01). Também o grupo I2H/R5H CTM 7D diferiu
significativamente do grupo I2H/RS5H PBS 7D. As demais alteracbes estédo

apresentadas na tabela 11.
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Tabela 11: Resultados, em escore, das analises histologicas de presenca de PMN em submucosa de
jejuno de coelhos Nova Zelandia submetidos a isquemia e reperfusdo por clampeamento da
artéria/veia marginal peri-intestinal extramural.

ESCORE PARA PRESENCA DE PMN EM SUBMUCOSA

COELHOS [2H/R5H CTM 3D 12H/R5H CTM 7D I2H/R5H PBS 3D I2H/R5H PBS 7D

g b wN R
N WWWwN W
N WWwN
PR R R R

6 2

e vk ke

Mediana 3? 2,5% 1°

Na mesma linha, letras iguais representam equivaléncia estatistica e letras diferentes representam diferenga entre os grupos.

Na avaliacdo de processo inflamat6ério mononuclear observou-se episodios isolados
de presenca moderada (escore 3) e leve (escore 2) nos animais do grupo I2H/R5H PBS 7D,
contudo, a maior observacdo foi de presenca incipiente (escore 1). Ndo houve diferenca
entre significativa entre os grupos. As demais alteracdes estdo apresentadas na tabela
12.

Tabela 12: Resultados, em escore, das analises histolégicas de presenca de PIM em submucosa de
jejuno de coelhos Nova Zelandia submetidos a isquemia e reperfusdo por clampeamento da
artéria/veia marginal peri-intestinal extramural.

COELHOS ESCORE PARA PRESENCA DE PIM EM SUBMUCOSA
I2H/R5H CTM 3D I2H/R5H CTM 7D I2H/R5H PBS 3D I2H/R5H PBS 7D
2 1 0 1 3
4 1 0 2 0
Mediana 1 0 1 15

Em relacdo a dilatagédo de linfatico em submucosa também evidenciou-se que
o grupo 12H/R5H CTM 7D obteve classificacdo ausente (escore 0) na grande maioria
dos animais avaliados. Com base nos resultados, o grupo 12H/R5H CTM 7D foi
significativamente diferente dos grupos 12H/R5H PBS 3D e I2H/R5H PBS 7D (p<

0,05; p< 0,05). As demais alteracfes estdo apresentadas na tabela 13.
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Tabela 13: Resultados, em escore, das andlises histologicas de presenca de dilatacdo linfatica em
submucosa de jejuno de coelhos Nova Zelandia submetidos a isquemia e reperfusdo por
clampeamento da artéria/veia marginal peri-intestinal extramural.

COELHOS ESCORE PARA D|LATACAO LINFATICA EM SUBMUCOSA
I2H/R5H CTM 3D I2H/R5H CTM 7D I12H/R5H PBS 3D I2H/R5H PBS 7D
1 1 0 0 0
2 1 0 1 3
3 1 0 1 2
4 1 0 2 0
5 1 1 1 1
6 1 0 1 2
Mediana 1% 0® 1° 1,5°

Na mesma linha, letras iguais representam equivaléncia estatistica e letras diferentes representam diferenga entre os grupos.

Nos grupos tratados com CTM também foram observadas elevada presenca
de células mitéticas em regido de criptas e intersticio (Figura 6) e a diminuicdo
discreta da densidade e encurtamento de vilosidades. Contudo, essas rarefacdes de
vilosidades também estavam intensamente presentes nos grupos tratados com PBS.

Figura 6: Fotomicrografia de animal alocado no grupo I2H/R5H CTM 7D exibindo mitose de células
em regido de criptas (setas) e em intersticio (setas tracejadas) em mucosa intestinal (circulo)
(tridngulo = submucosa intestinal).
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4- DISCUSSAO

Diversos estudos demonstram os efeitos benéficos da terapia de células
tronco mesenquimais provenientes de tecido adiposo (ADCTM) na reparacéo
tecidual das lesBes medulares (BARRIGA et al., 2013), infarto do miocardio
(NAAIJKENS et al., 2014), doencas neurolégicas (BAE et al ., 2007), lesbes renais
(CHEN et al ., 2014) entre outros. No entanto, estudos propondo terapias de
distarbios intestinais utilizando ADCTM ainda estdo escassos, encorajando o
presente estudo.

Os grupos tratados com ADCTM obtiveram menores escores de lesédo de
mucosa e submucosa, pela avaliacdo histolégica, em relagcdo aos grupos tratados
com PBS. A aceleracdo na recuperagdo funcional e estrutural do intestino apos a
lesdo pode ser explicado pelo potencial das ADCTM de se diferenciar em fenétipos
das células de tecidos danificados, aumento na angiogénese do érgao lesionado
(CAPLAN, 2009) e producao de fatores de crescimento e citocinas que culminaram
no aumento da reparacao tecidual no local de lesdo (MAJUMDAR et al., 1998).
Resultados benéficos utilizando terapia de CTM derivadas de medula 6ssea também
foram evidenciadas por Jiang et al. (2011) em um estudo sobre I/R intestinal em

ratos.

Apenas nos grupos tratados com PBS observou-se poucos eventos
hemorragicos em mucosa e submucosa, divergindo das constatacfes de Pagliosa et
al. (2009) que observaram que, no grupo no qual foi realizada a oclusdo venosa para
causar a lesdo de I/R em jejuno de equinos, houve marcante presenca de
hemorragia e edema em mucosa e submucosa. Essas alteracdes explicam-se em
decorréncia da hipoxia seguida de reperfusdo que acarretara lesbes no endotélio
vascular, perda de permeabilidade e extravasamento de hemécias e acdo das
espécies reativas de oxigénio (RLO) (DEBAREINER et al., 2001).

Aos trés dias de observacao, tanto edema quanto dilatacdo de linfaticos nos
grupos tratados com CTM estavam menos evidentes que nos grupos tratados com
PBS. Estes resultados sugerem que as moléculas soluveis liberadas pelas células
troncam no momento de contato com um tecido lesionado disparam uma série de
eventos celulares benéficos em prol da reparacéo tecidual, capazes de minimizarem

as lesdes vasculares, regulando a pressao hidrostatica capilar e abreviando a
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formacdo de edema (NAUTA & FIBBE, 2007; JIANG et al. 2011; MONTEIRO et al.
2012).

Ademais, o potencial de modulacdo da resposta inflamatoria provocado pelas
CTM pode estar diretamente envolvido nos baixos escores de edema, dilatacdo de
linfatico e hemorragia, uma vez que a interacdo destas células sobre as células
apresentadoras de antigenos e sobre os linfécitos T, atenuando e direcionando o
processo inflamatério no sitio de lesdo (NAUTA & FIBBE, 2007; WAN et al., 2008),
processo esse que, quando fisiolégico, é fundamental para iniciar as etapas de
reparacao do organismo (TAKASHI et al., 2007; MONTEIRO et al., 2010).

A presenca moderada de polimorfonucleares no sitio de lesdo dos animais
tratados com ADCTM comparada com a auséncia nos grupos PBS também
demonstra a capacidade destas células mesenquimais em promover a quimiotaxia
para o leito lesional, promovendo imunomodulacdo e intensificando a reparacao
tecidual (CAPLAN, 2009).

Com o avancar do periodo de observacdo, ou seja, aos sete dias,
independente do grupo experimental, houve uma tendéncia do organismo em
reparar as lesbes provocadas pela isquemia e reperfusdo, como, por exemplo, a
diminuicdo de edema de mucosa evidenciada no grupo PBS 7D comparando-o com
0 grupo PBS 3D. Essa observacédo reforca que quando a lesdo provocada no
organismo nao é severa, as células residentes sdo capazes de assumir 0 processo
de reparacdo e que a aplicacdo de células tronco potencializam e antecipam as

etapas e diminuem a morbidade dos pacientes (MONTEIRO et al., 2012).

A guantidade de células em atividade mitéticas presentes em regido de cripta
e intersticio que foi observada de forma intensa nos grupos tratados com ADCTM, e
de forma incipiente nos grupos tratados com PBS, pode ser explicada pelo fato de
as CTM estimularem a mitose celular na regido de lesdo de células progenitoras do
tecido intrinseco (CAPLAN, 2009). Na regido de cripta intestinal existe uma
populacao de células tronco intestinais residentes (CTI) responsaveis pela alta taxa
de producéo celular em diferentes situacdes. As CTIl sdo capazes de se diferenciar
em diferentes células da constituicdo estrutural do intestino, e em situacdes de
injuria, irdo responder promovendo mitoses celulares na tentativa de reparar o tecido
(BARKER et al., 2008; CHEN et al., 2014).
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5- CONCLUSAO

O estabelecimento de cultura celular de coelhos foi considerado de facil
realizacdo, obtendo culturas confluentes e homogéneas atendendo aos critérios de
classificagcdo para que estas sejam consideradas tronco. O modelo experimental
usado provocou les6es em mucosa e submucosa intestinais. A infusdo de células
tronco atenuou as lesdes provocada pela I/R intestinal em ambos os grupos CTM
quando comparado ao grupo tratado com PBS. O tratamento com ADCTM para as
lesGes de I/R intestinais pode ser utilizado nas demais espécies domeésticas, porém
se faz necessario a realizacdo de mais estudos a respeito de seu efeito benéfico

para este tipo de lesao.
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