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RESUMO: Varios métodos sdo utilizados para avaliar e estimar as lesbes intestinais de isquemia e
reperfusdo (IR). Assim, o objetivo do presente trabalho é realizar o estudo comparativo dos aspectos
colorimétrico e histolégico da lesdo intestinal apos IR. Para tal, foram utilizados 30 ratos Wistar, machos,
pesando entre 310 a 410g, distribuidos em 3 grupos: Grupo Controle (GC), Grupo Isquemia e Reperfusdo-1
(GIR-1) e Grupo Isquemia e Reperfusdo-3 (GIR-3), com 10 animais cada. Nos grupos GIR-1 e GIR-3 foi
realizada isquemia intestinal, por meio de falsa ligadura da artéria mesentérica anterior, durante 30 minutos
e apos esta a perfusdo sanglinea foi restaurada. Estes animais foram submetidos a eutanasia apos 1 e 3 dias
de reperfusdo, respectivamente, sendo colhido material para realizacdo dos estudos colorimétrico, usando o
Methyl Thiazolyl Blue (MTT) e histologico pela hematoxilina e eosina. Os resultados obtidos
demonstraram uma menor propor¢do de células vidveis e um maior grau de lesdo da tunica mucosa nos
animais do grupo GIR-3 em relagéo ao controle (p<0,05). Desta forma os autores concluem que o estudo
colorimétrico, usando o MTT, mostrou-se tao eficaz e confidvel quanto o estudo histologico na avaliacdo
das repercussoes intestinais produzidas pela IR deste orgao.
DESCRITORES:Isquemia. Reperfusdo. Sais tetrazolicos. Intestino. Ratos.



INTRODUCAO

E freqliente na pratica médica a ocorréncia de estados isquémicos como, oclusdes arteriais, transplantes,
isquemia mesentérica e choque, 0s quais acometem nimero crescente de individuos, de variadas faixas
etérias e determinam alta morbimortalidade™***°.

Entretanto a lesdo de reperfusdo, diferentemente da lesdo isquémica, € capaz de produzir alteracéo
sistémica, e ndo apenas nos locais acometidos pelo fenbmeno, de modo que o restabelecimento do fluxo
sangiiineo para uma area isquémica pode ocasionar leséo em todo organismo**>.

Em vista das importantes e graves repercussdes determinadas pela isquemia e reperfusdo (IR) varios
métodos sdo utilizados com o objetivo de avaliar e estimar adequadamente as alteragdes produzidas por
este fendmeno®®”.

No entanto, um dos métodos mais utilizados, ainda hoje, para avaliacdo das alteragdes intestinais
produzidas pela IR é o estudo histolégico?®°1%, porém, tal método, apesar da simplicidade e baixo custo,
denota tempo demasiadamente longo para obtencdo dos resultados’* e somente demonstra na tdnica
mucosa, 0 indice de lesdes e de células estruturalmente preservadas, e ndo o indice de células
funcionalmente viaveis, presente na amostra'.

Para avaliagdo deste indice pode ser empregado método colorimétrico, com o Methyl Thiazolyl Blue
(MTT)*2131 sal tetrazolico, de cor amarelo ouro, que é reduzido por células vivas e pode medir a
atividade enzimatica celular, principalmente da desidrogenase™®*3*.

Em vista das caracteristicas e utilidades dos sais tetrazélicos, surgiu a curiosidade de estudar a eficacia do
método colorimétrico, com o MTT, para avaliar os efeitos da IR sobre a viabilidade funcional das células
de intestino delgado de ratos e comparar estes resultados aos obtidos por estudo histoldégico, método ja
consagrado pela literatura.

METODOS

No presente estudo, foram utilizados 30 ratos (Rattus norvegicus albinus, Rodentia, Mammalia), da
linhagem Wistar, machos, adultos, com peso individual variando entre 310 e 410g, provenientes do
Biotério do Instituto Evandro Chagas (Belém-Pard), previamente adaptados ao Laboratorio de Cirurgia
Experimental da Universidade do Estado do Para por um periodo de 15 dias antes do inicio do experimento
e mantidos em ambiente controlado com &gua e ragéo oferecidos ad libitum durante todo o experimento.

Os animais utilizados foram distribuidos nos seguintes grupos:

e Grupo Controle (GC): grupo de 10 animais, ndo submetidos a procedimento cirdrgico e utilizados
na determinacdo do padrdo de normalidade para a viabilidade celular e estudo histoldgico.

e Grupo Isquemia e Reperfusdo-1 (GIR-1): grupo de 10 animais em que foi realizada isquemia
intestinal, por meio de falsa ligadura da artéria mesentérica anterior, por 30 minutos. Apds este
periodo, a falsa ligadura foi liberada e a perfusdo sangiiinea restaurada. Estes animais foram
submetidos a eutandsia apds 24 horas de reperfuséo.

e Grupo Isquemia e Reperfusdo-3 (GIR-3): grupo de 10 animais em que foi realizada isquemia
intestinal, por meio de falsa ligadura da artéria mesentérica anterior, por 30 minutos. Apds este
periodo, a falsa ligadura foi liberada e a perfusdo sangiinea restaurada. Estes animais foram
submetidos a eutandsia apds 3 dias de reperfuséo.



Os animais dos grupos GIR-1 e GIR-3, sob anestesia com éter etilico, foram submetidos a laparotomia
mediana de aproximadamente 5 cm, com abertura da parede por planos. Posteriormente procedeu-se a
identificacdo da artéria mesentérica anterior, que foi dissecada com auxilio de pinga Halsted curva e
reparada com dupla lacada de fio multifilamentar seda sutupak 2-0, o qual era tracionado, até parada do
fluxo sanguineo mesentérico, constatada por auséncia de pulso na arcada intestinal, cianose das algas e
auséncia de peristalse. Sendo o reparo mantido tracionado com auxilio de uma pinca de Kelly reta (Fig.1).

Fig. 1 - Posicionamento da falsa ligadura (seta) ao
nivel da artéria mesentérica anterior.

Apobs o inicio da isquemia, as alcas intestinais eram cuidadosamente devolvidas a cavidade abdominal e
ap0os 30 minutos de isquemia o reparo foi solto, e a perfusdo restaurada, sendo procedido o fechamento da
cavidade peritoneal por planos.

Em data preestabelecida (1° e 3° DPO), os animais foram submetidos a eutanasia com dose inalatéria letal
de éter etilico, sendo realizado coleta de material para os estudos colorimétrico pelo MTT e histologico
pela Hematoxilina e Eosina (HE).

Para a verificacdo da viabilidade celular, foi colhido, com auxilio de um punch dermatolégico (Miltrex
Instrument Company Inc., 3mm Lote 96B01), um fragmento circular de 3 mm de diametro, contendo todas
as tunicas do intestino delgado, a meia distancia entre o duodeno e ileo terminal. Sendo padronizado o local
de colheita, @ média distancia entre as bordas mesentérica e antimesentérica.

No dia programado para a eutanasia dos animais, foram preparados tubos de ensaio tipo Eppendorf de
1,5cc, contendo 550 microlitros (ml) de solucdo salina tamponada (PBS), no qual foram adicionados 55 ml
de solucdo de MTT (MTT Sigma - 5 mg de MTT em 1ml de PBS).

Imediatamente ap0s sua retirada, a peca foi introduzida no frasco de Eppendorf, previamente preparado
com MTT, onde permaneceu reagindo por duas horas a 37°C.



Ao final deste periodo, foi introduzido no frasco 400 ml de acido isopropilico (HCI a 0,004 N em
propanol), sendo aguardados 5 minutos para a digestdo tissular, apds o que foi realizada masseracdo do
tecido e homogeneizagdo da solugdo em aparelho elétrico para tubos de ensaio.

Apos 30 minutos da adi¢do do &cido isopropilico em cada tubo de ensaio, 1 ml da solugdo foi levado a
leitura em espectrofotdmetro (Analytical Instruments - ZEISS?, SPEKOL 1.100), calibrado em um
comprimento de onda de 570 hm, sendo realizado cinco aferi¢Oes para cada animal, cujos resultados foram
anotados no protocolo do trabalho, e sua média aritmética adotada como o resultado da absorvancia de
cada animal.

Um segmento de intestino delgado, com 4 cm de comprimento, também foi coletado no jejuno médio para
realizacdo de estudo histoldgico, sendo fixado em formol a 10% por um periodo de cinco dias, enviados
para processamento histolégico e os cortes corados pela HE.

Para a avaliacdo do grau de lesdo da tunica mucosa, foi utilizado a modificacdo da classificacdo de CHIU e
col. (1970)%, que propuseram graduacdes histolégicas para mucosa intestinal exposta a isquemia
progressiva, conforme descrito abaixo:

e Grau 0: Mucosa sem alteragdes.

e Grau 1: vilosidades bem constituidas, sem lise celular ou processo inflamatorio, porém com
formacdo do espaco subepitelial de GRUENHAGEN.

e Grau 2: Presenca de lises celulares, formacdo do espago subepitelial de GRUENHAGEN e
espacamento aumentado entre as vilosidades.

e Grau 3: Destruicdo da porcao livre das vilosidades, presenca de capilares dilatados e de células
inflamatorias.

e Grau 4: Destruicdo estrutural das vilosidades, havendo apenas esboco de algumas, formadas por
celulas inflamatorias e material necrotico, com hemorragia e ulceracdo glandular basal.

e Grau 5: Destruigdo de toda tunica mucosa, ndo mais sendo observado qualquer estrutura glandular,
mas apenas material amorfo depositado sobre a tela submucosa.

Os resultados obtidos foram anotados em protocolo do trabalho e tratados estatisticamente pelo teste
KRUSKAL-WALLIS, sendo adotado como 0,05 ou 5% o indice de rejei¢do da hipdtese de nulidade.

RESULTADOS

O grupo GIR-3 apresentou uma menor proporcao de células vidveis e um maior grau de lesdo da tdnica
mucosa (p<0,05), enquanto que o grupo controle foi 0 que obteve a maior proporcéo de células vidveis e
menor grau de lesdo da tdnica mucosa (p<0,05), (Tabelas 1 e 2 e Fig. 2).




Tabela 1 - Média dos valores de absorvancia do MTT, segundo 0s grupos do
experimento.

GRUPOS
RATOS GC GIR-1 GIR-3*
i 0,777 1,249 1,068
R2 1,356 0,014 1,011
3 1,715 0,703 0,797
R4 1,621 0,341 0,655
RS 1,823 1,249 1,151
Rf 1,340 1,265 1,120
7 0,566 1,160 0,901
B2 1,334 0,990 0,290
B9 1,715 1,142 0,274
1D 1,028 1,120 0,204
Meédia = DP 1,33 0,42 1,06 =0,19 0,93 £0,I5
Fonte : Fichas de avaliagdo do trabalho
DP corresponde ao desvio padréo

*p < 0,05 para o Teste KRUSKAL-WALLIS em relagdo ao GC

Tabela 2 - Média dos valores do grau de lesdo da tinica mucosa, a microscopia
Optica convencional, segundo os grupos do experimento.

GRUPOS
RATOS GC GIR-1 GIR-3*
Rl 2 ] 3
k2 | 3 3
R3 0 2 3
B4 2 1 2
RS l 3 |
R6 0 | 3
BT 3 3 3
Ra 3 3 +
Re L 1 1
R1D 0 3 |
Média & DP 1,3+ 1,0 21409 2410
Fonte : Fichas de avaliacdo do trabalho
DP corresponde ao desvio padrao

*p < 0,05 para o Teste KRUSKAL-WALLIS em rela¢do aos grupos GC
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Fig. 2 - Comparacao entre os resultados relativos de absorvancia e
histologia, segundo os grupos de experimento.

DISCUSSAO

Os efeitos da IR, assim como da hipoperfuséo tecidual sistémica, sobre o intestino tem sido estudada por
diversos métodos>®’. Porém, apesar dos vérios métodos disponiveis, 0 mais utilizado e citado na literatura,
é 0 estudo histologico?3621,

Entretanto, este procedimento apesar de simples e de baixo custo, denota tempo demasiadamente longo
para obtencdo dos resultados™ e somente demonstra na tnica mucosa, o indice de lesées e de células
estruturalmente preservadas, e ndo o indice de células funcionalmente viaveis, presente na amostra™.

Para avaliacdo deste indice foi empregado, neste estudo o método colorimétrico, com o Methyl Thiazolyl
Blue (MTT)?"3 que permite deteccdo de células vidveis e de radicais livres'®**** assim como, sana
certas desvantagens do método histologico, como demora na obtencdo dos resultados e erros subjetivos de
interpretacéo.

Quando este sal tetrazolico entra em contato com células vivas metabolicamente ativas, sofre clivagem
pelas mitocondrias funcionantes, passando da cor amarelo ouro & cor azul escuro™®, e quanto mais intensa a
tonalidade azul escuro, observada pela espectrofotometria, maior o nimero de células vivas presente na
amostra****. Da mesma forma, quando o sal tetrazélico entra em contato com radicais superéxido, nos
locais de atividade desta molécula, também sofre viragem da coloracéo™®****,

Para viabilizar a avaliacdo das alteragdes causadas pela IR intestinal e comparacdo dos resultados obtidos,
foram utilizados trés grupos de estudo. Nos quais o grupo GC permitiu, o conhecimento de informacdes
basais dos animais empregados no experimento. Ja os grupos GIR-1 e GIR-3, foram definidos apds a
realizacdo do plano piloto, no qual, os resultados obtidos com os grupos GC e GIR-1, embora
apresentassem valores absolutos diferentes, ndo foram estatisticamente significantes.

Quando analisados os resultados do estudo, foi observado que o grupo GIR-3 apresentou menor viabilidade
celular e maior grau de lesdo da tdnica mucosa em relacéo ao grupo controle (p<0,05).

Entretanto os animais submetidos a isquemia (GIR-1 e GIR-3) nédo diferiram significativamente entre si
(p>0,05), apesar do tempo mais prolongado de reperfusdo no grupo GIR-3. Isso somado ao fato de que os
grupos GC e GIR-1 também ndo foram estatisticamente diferentes (p>0,05), indica que as lesbes de
reperfusdo necessitam de tempo superior a 24 horas para serem significativas, assim como, confirma o
paradoxo de que a reperfusdo de &rea isquémica pode agravar o grau de lesdo tecidual**%*°.



LANGER (1986)* considera como irreversivelmente lesada, a célula que apresenta alteragdes enzimaticas
do mecanismo de transporte transmembrana, quer a nivel celular ou de organelas com reducdo da
respiragdo mitocondrial e da producdo de energia, assim como, a formacao de radicais livres de oxigénio,
principalmente no interior das mitocondrias®. No entanto, no presente trabalho observou-se que nas
primeiras 24 horas de reperfusdo, a lesdo celular ainda ndo havia se instalado totalmente, sugerindo
sofrimento celular, porém com preservacao da funcéo.

Assim, no presente trabalho o MTT e a histologia se equivalem nos diferentes grupos do estudo, ou seja,
quanto maior o grau de lesdo histolégica em um grupo, menor ¢ a viabilidade celular obtida pelo método
colorimétrico. E desta forma, pode-se afirmar que o MTT, apesar de ter um custo algo elevado e necessitar
de espectrofotdmetro para leitura das amostras, tem grande aplicabilidade pratica na avaliagdo das
alteracOes intestinais produzidas pela isquemia intestinal, mostrando-se tdo sensivel quanto a histologia,
método ja& consagrado pela literatura.

Além disso, apesar das caracteristicas e vantagens do método colorimétrico, a intencdo do estudo, ndo é
substituir a histologia como procedimento de avaliagdo das alteracfes intestinais pds-IR, mas sim oferecer
uma alternativa complementar, que podera ser utilizada, ndo s6 para confirmar os resultados histologicos,
enfatizando as alteracBes ocorridas, como também para definir pardmetros como tempo de isquemia,
namero de animais e tempo de reperfusdo, durante a realizagcdo do plano piloto, uma vez que os resultados
sdo obtidos de maneira mais simples e rapida.

CONCLUSAO

Desta forma os autores concluem que o método colorimétrico, utilizando sal tetrazélico (MTT), mostrou-se
tdo sensivel quanto a histologia na detec¢do e quantificacdo das alteragdes intestinais produzidas pela
isquemia-reperfusédo intestinal.
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ABSTRACT: Many methods are used to evaluate ischemia reperfusion injury, but the most employed one
is the histological study. However, it only demonstrates on mucosal tunic, the index of lesion and
morphologic preserved cells, but not the index of viable functional cells, present in the sample. With this
purpose, a colorimetric method was used, employing Methyl Thiazolyl Blue (MTT). The experiment was
conducted in 30 Wistar male rats, distributed in 3 groups: Group Control (GC), Group ischemia and
reperfusion-1 (GIR-1) and Group ischemia and reperfusion-3 (GIR-3), with 10 animals each. The Groups
GIR-1 and GIR-3 were submitted to intestinal ischemia for 30 minutes by a false ligature of superior
mesenteric artery, and submitted to euthanasia after 1 and 3 days of reperfusion, when material was picked
for absorbency and histological procedures. It was observed a smaller proportion of viable cells and a
larger degree of mucosal lesion in GIR-3 group (p<0.05), while GC group was the one with the larger
proportion of viable cells and smaller degree of the mucosal injury (p<0.05). This way we concluded that
MTT is as effective and reliable as the histological study at evaluating alterations produced by intestinal
ischemia-reperfusion.
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