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RESUMO

Erling Jr, N. Disfun¢do endotelial na microcirculagdo mesentérica causada pela isquemia e
reperfusdo no pincamento adrtico supraceliaco e o efeito protetor do precondicionamento
isquémico local e remoto [tese]. Sdo Paulo: Escola Paulista de Medicina da Universidade Federal
de Sdo Paulo; 2010. 116p.

INTRODUCAO: O pincamento da aorta supraceliaca em procedimentos vasculares maiores
desencadeia uma lesdo de isquemia e reperfusdo (I/R) esplancnica que pode induzir uma
disfuncdo endotelial, inflamacdo generalizada, disfuncdo de multiplos 6rgdos e obito.
OBJETIVOS: Testar a hipdtese que o precondicionamento isquémico (PCl) local ou remoto tenha
efeito protetor contra a lesdo de I/R causada pelo pingamento adrtico supraceliaco através da
modulac¢do das interagdes leucdcito-endotélio, avaliadas pela microscopia intravital e expressao
de moléculas de adesdo, e também analisar as variacbes hemodindmicas, laboratoriais e
histopatoldgicas intestinais relacionadas a estas interven¢des. MATERIAL E METODOS:
Cinglienta e seis ratos machos da linhagem Wistar EPM-1, pesando 190 a 250 g foram divididos
em 4 grupos: Controle: (n=14) cirurgia simulada sem pincamento aédrtico; I-R: (n=14)
pincamento adrtico supraceliaco por 20 minutos, seguido de 120 minutos de reperfusdo; PCI-L:
(n=14) PCl local através do pincamento supraceliaco com dois ciclos de 5 minutos de isquemia e
5 minutos de reperfusdo, seguido do mesmo protocolo do grupo I-R. PCI-R: (n=14) PCI remoto
através do pincamento infrarrenal com dois ciclos de 10 minutos de isquemia e 10 minutos de
reperfusao, seguido do mesmo protocolo do grupo I-R. Sete animais por grupo foram utilizados
para a avaliagdo in-vivo das interagdes leucdcito-endotélio em vénulas pds-capilares por meio
de microscopia intravital. Outros sete animais por grupo foram utilizados para coleta de
mesentério para a avaliacdo imuno-histoquimica da expressdo de moléculas de adesdo, e
demais coletas de tecidos utilizados neste estudo. RESULTADOS: O pincamento supraceliaco
aumentou o nimero de leucécitos em rolamento e diminuiu a velocidade de rolamento
leucocitdrio, aumentou o nimero de leucécitos aderidos ao endotélio e migrados para o
intersticio. A expressdo de P-selectina, E-selectina e ICAM-1 aumentou neste grupo. O PCl local
ou remoto reduziu o recrutamento leucocitario in-vivo, e normalizou a expressdo das moléculas
de adesdo. O pincamento supraceliaco também causou alteracdes intensas em varidveis
laboratoriais e uma lesdo intestinal grave com perda de altura das vilosidades e profundidade
das criptas. O PCl local ou remoto atenuou as altera¢Oes laboratoriais, e reduziu a intensidade
da les3o intestinal. CONCLUSOES: O PCI local ou remoto reduz a disfuncdo endotelial na
microcirculagdo mesentérica causada pela lesdo de I/R no pingamento adrtico supraceliaco, e
minimiza a agressao tecidual a mucosa intestinal.
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Introducgao - 2

1. INTRODUCAO

A doenca aneurismatica da aorta é uma situacao clinica comum e importante causa de
Obito apdés os 55 anos de idade.” 2 Dados populacionais apontam para um aumento
proporcional na mortalidade causado pela ruptura de aneurismas adrticos nas ultimas
décadas.’> Mesmo com indmeros avangos operatdrios, anestésicos e de cuidados intensivos
pos-operatoérios, ndo se evidencia uma queda significativa da mortalidade no reparo cirdrgico

do aneurisma de aorta abdominal (AAA) roto neste periodo, mantendo-se préximo a 50%."

Ainda se considerarmos o reparo eletivo do AAA, existe uma mortalidade consideravel
relacionada ao procedimento. Sdo relatadas taxas de mortalidade bastante varidveis para esta
situacdo, influenciada principalmente pelo delineamento dos estudos, baseados em dados
hospitalares ou populacionais, prospectivos ou retrospectivos.s‘ ® Em centros de exceléncia, a
mortalidade varia de 1 a 4%, mas analises mais amplas, de bancos de dados de abrangéncias

nacionais, mostram mortalidade entre 4 a 89%.1014

Um grande progresso no tratamento desta doenga foi a possibilidade da exclusao
endoluminal do aneurisma. Alguns estudos mostraram que este reparo endovascular (EVAR —
endovascular aneurysm repair) diminuiu a morbidade e mortalidade imediata em situacdes

15-20

eletivas. Esta técnica, que inicialmente era indicada para pacientes com condi¢Ges clinicas

adversas para a operac3o aberta,”! tem hoje se tornado uma opc3o cirurgica preferencial. > 2

No entanto, este método pode ser empregado apenas em pacientes com configuragao
N . , . , 24 . .
anatomica favordvel para o implante da endoprétese.”” Estima-se que mais de 40% dos
pacientes com aneurismas adrticos ndo conseguem ser elegiveis para esta intervengéo.25
Embora alguns autores tenham inicialmente descrito um aumento no nimero total de casos de
26 n .
AAA tratados com o advento do reparo endovascular,” se reconhece uma forte tendéncia na
diminuicdo de cirurgias abertas para correcdo de AAA infrarrenais de anatomia mais simples,

27-29

com impacto inclusive no treinamento de cirurgidoes em formacao. Outra observacdo neste
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contexto foi um aumento proporcional nos casos complexos que envolvem as artérias viscerais

. . . . . ;. 30, 31
tratados com cirurgia convencional e necessitando pingamento adrtico suprarrenal.

Doencgas da aorta envolvendo as artérias viscerais como é o caso dos aneurismas
toracoabdominais (AATA) representam desafios ainda maiores a uma equipe de cirurgia
vascular. A técnica de pincamento adrtico e reconstrucdo direta com oclusdo tempordria do
fluxo sangliineo visceral e dos membros inferiores durante todos os tempos cirurgicos (“clamp-
and-sew” ou “clamp and go”)** * foi acrescida de técnicas adjuntas como perfusdo distal

1.344% Embora séries atuais

aodrtica e visceral seletiva, drenagem liquorica e resfriamento epidura
mostrem que estas técnicas melhoraram os resultados da corre¢ao dos AATA, ainda existe uma
morbidade elevada por complicagdes pulmonares e cardiacas, além da insuficiéncia renal e
paraplegia. Em centros de grande experiéncia dedicados a esta doenca, as taxas de mortalidade

do procedimento em 30 dias encontram-se entre 5 e 8,5%.*" %

No entanto, dados de registros
populacionais mostram que estes resultados ndo conseguem ser totalmente reprodutiveis, com

mortalidade em 30 dias variando de 19 a 22,3%.43’ 4

Assim, grandes esforcos sdo necessdrios para minimizar os danos viscerais e
musculares causado pelo pingamento da aorta supracell'aca.45 A oclusdo temporaria da aorta
neste nivel submete extensos territérios a isquemia, que é definida como um fluxo arterial
insuficiente para manter as fung¢des teciduais normais, com a diminuicdo do aporte de
nutrientes e oxigénio e acimulo de produtos do metabolismo celular.”® O restabelecimento de
adequado fluxo sanguineo apds as reconstrucbes vasculares, embora fundamental para
restaurar a viabilidade celular, também causa lesdes que podem tornar ainda maior o dano
inicial. O conjunto de lesdes causadas pela reperfusdo de tecidos isquémicos é descrito como

lesdo de isquemia e reperfusdo (I/R).

O processo de lesdo de I/R inicia-se durante a isquemia, com o desbalanco metabdlico
celular causado principalmente pela oferta reduzida de oxigénio, mas também pelo acimulo de
produtos do metabolismo celular e pela acidose. A falta de oxigénio estimula a producdo
anaerdbica de adenosina trifostato (ATP) pela via glicolitica, que é menos efetiva que a
respiracdo mitocondrial. Com a progressao deste processo e acimulo de citrato e lactato, esta
via é também inibida pela acidose tecidual que se estabelece. Com a hipdxia persistente, as

reservas de energia podem cair a um ponto insuficiente para manter a homeostasia celular,
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causando a faléncia da bomba Na*/K*-ATPase e conseqiiente aumento do Na® intracelular,
edema e eventual ruptura celular. A diminuicdo de ATP também resulta em faléncia de outros
canais i6nicos dependentes de ATP, que causam altera¢cdes na concentracdo intracelular de
, 2+ . . . .
outros ions, como o Ca®’, que se acumula no citoplasma e pode inapropriadamente ativar
enzimas degradativas como lipases e protease. O aumento da concentragao de Ca’* intracelular
causa também lesdo mitocondrial, levando a abertura do poro de permeabilidade mitocondrial,
gue desfaz o gradiente eletroquimico necessario a sintese de ATP, além de ativar e liberar para

. . 47-4
o citoplasma caspases indutoras de apoptose.*”™*

Nos tecidos previamente expostos a isquemia, existe uma susceptibilidade aumentada
ao estresse oxidativo no periodo da reperfusdao. Apesar de essencial para o restabelecimento
da fosforilacdo oxidativa, a reoxigenacdo leva a geracdo em excesso de espécies reativas de
oxigénio (ROS — reactive oxygen species), além da capacidade celular normal de depura-las. A
formacdo de ROS, que normalmente ocorre no sistema de transporte de elétrons mitocondrial,
por exemplo, é aumentada em diversas rotas metabdlicas, em especial de forma enzimatica
pela xantina oxidase. Durante a isquemia, ocorre o acumulo de hipoxantina pela degradacdo do
ATP, e a conversdo da enzima xantina desidrogenase em sua forma oxidativa. Apds a
reperfusdo, esta enzima, a xantina oxidase, oxida a hipoxantina em xantina e depois em urato,

levando a formag3o de moléculas do radical livre superdxido (0,")° (figura 1).

No entanto, o radical livre superoxido ndo é uma molécula particularmente reativa a
compostos organicos. Em presenca de diferentes izoenzimas superoxido desmutase (SOD) ele
pode ser transformado em peroxido de hidrogénio (H,0,), uma molécula oxidante também
considerada ndo tdo potente. A geragdo em excesso de H,0, pode dar origem ao radical livre
hidroxila (OH") pela reacdo de Fenton-Haber-Weis tendo o ion ferroso como catalisador. O
radical hidroxila é o mais téxico ROS, rapidamente reagindo com a maioria dos compostos

organicos. !

Embora os ROS sejam citados como importantes oxidantes, a reatividade limitada do
superoxido origina algumas controvérsias sobre a sua real toxicidade celular na lesdo de I/R. A
preposicao da lesdao dos ROS ser causada diretamente pelo oxidante mais potente hidroxila
também é questionada devido a necessidade de ions quelantes para sua formag¢do em reagdes

lentas. Qutro ponto de duvida é sua quase incapacidade de difusdo por ser extremamente
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reativo a qualquer substrato organico, tornando sua toxicidade limitada muitas vezes a

, . a . . ;. 52,53
moléculas com menor importancia bioldgica.
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Figura 1: Formacdo do radical livre superdxido e a relacdo de espécies reativas de

oxigénio e nitrogénio na lesdo de I/R. Adptado de Cuzzocrea S, et al.>

Neste contexto, espécies reativas de nitrogénio (RNS — reactive nitrogen species)
derivadas das reacdes entre o oxigénio e o nitrogénio, sdo reconhecidas como importantes
mediadores na lesdo de I/R. O éxido nitrico (NO) é produzido em circunstancias fisioldgicas
pelas oxido nitrico sintases (NOS) neuronal (nNOS ou NOS1) e endotelial (eNOS ou NOS3) em
guantidades controladas, tendo multiplas fung¢des na sinalizacdo celular. Na homeostasia
vascular, o NO possui um papel regulador com efeitos vasodilatador, inibidor da agregacao
plaquetdria e da proliferacdo de células musculares lisas e regulador das interacdes entre
leucdcitos e a parede vascular. Ja estimulos inflamatdrios ativam outra NOS, a induzida (iNOS
ou NOS2), que produz de forma mais persistente maiores quantidades de dxido nitrico, sendo

responsavel pelos efeitos deletérios deste radical na microcirculagéo.54’ >

Mas a importancia patoldgica do NO no processo de I-R ndo ocorre apenas pela sua
maior producdo continuada. Hoje se reconhece que muito dos efeitos deletérios dos RNS sdo
decorrentes de outro radical, o peroxidonitrito (ONOQ) (figura 1). Esta molécula, originada em
uma reacdo espontdnea e imediata do NO com o 0, , é um potente oxidante e

surpreendentemente estavel. Sua reatividade limitada com a maioria das moléculas o torna um
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oxidante mais seletivo, aumentando sua influéncia sobre processos bioldgicos de maior

N .53
relevancia.

Mas explicacdes muito simplificadas sobre o papel das diversas substancias envolvidas
na lesdo de I/R, ndo conseguem levar ao entendimento de processos bioquimicos tdo

complexos e aparentemente até paradoxais, nao sendo o foco do presente estudo.

Com a geragdo de ROS e RNS, a lesdo de I/R é amplificada pela liberagdo de diversos
mediadores inflamatérios e modificacdo do comportamento leucocitario no endotélio. Esta
situacdo é basicamente mediada por neutréfilos, em uma cascata de eventos com propriedades
semelhantes a uma reacdo inflamatdria aguda. O recrutamento leucocitdrio aumenta ainda
mais o potencial oxidante nos tecidos reperfundidos, levando a uma disfungcdo microvascular
progressiva.”® E esta é uma das principais caracteristicas da lesio de I/R e fator central na
amplificacdo da resposta inflamatdria sistémica e faléncia de multiplos c')rgéos,57 responsavel

pelo excesso de mortalidade dos pacientes criticos no pés-operatério da correcdo dos AATA.>®

59

Diferentes tipos celulares possuem tolerdncias variadas a lesdo de I/R. As células
endoteliais sdo particularmente sensiveis a este estimulo. Embora a exposi¢cdo a lesdo de I/R
seja semelhante em toda a microcirculacdo, a disfuncdo endotelial resultante se manifesta

diferentemente nas arteriolas, capilares e vénulas.®

A disfuncdo endotelial nas arteriolas se manifesta basicamente pela menor capacidade
de relaxamento da musculatura lisa mediada pelo NO derivado do endotélio.®’ Ja nos capilares
a lesdo de I/R é caracterizada por uma diminuicdo do nimero de vasos perfundidos e aumento
de permeabilidade com extravasamento de fluido para o intersticio. Embora agregados de
plaguetas e leucdcitos possam ser responsdveis pela oclusdo de capilares, o aumento da
condutividade hidraulica e extravasamento de macromoléculas, causando edema intersticial e
compressdao destes vasos, parecem ser 0s principais responsaveis pela perfusdo capilar
reduzida.®? O conjunto destas alteracbes de ndo reperfusdo adequada apés o restabelecimento
de fluxo sangliineo tecidual (“no-reflow phenomenon”) foi identificado em diversos tecidos,®® ®

e é reconhecido como preditor de pior progndstico apds intervengdes corondrias no infarto

. T 65
agudo do miocardio, por exemplo.
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Mas é nas vénulas pds-capilares que a reacdo inflamatdria associada a lesdo de I/R
ganha maior importancia. A resposta deste territério a lesdo de I/R é também um aumento da
permeabilidade vascular, fortemente envolvido na formacdo do edema tecidual e deplecdo de
volume intravascular.’® Mas aqui se destaca a acentuada interacdo entre os leucécitos e as

células endoteliais, responsavel pelo recrutamento, basicamente, de neutréfilos.®

As interagOes leucdcito-endotélio sdo processos complexos que envolvem multiplas
etapas. Refinamento nas técnicas de videomicroscopia intravital permitiram a avaliagdo
gualitativa e quantitativa destas interacées em diversos leitos microvasculares.®® Um dos locais
mais utilizados para esta observacdao é no mesentério, sendo empregado em nosso meio em

diversos modelos de choque e inflamagéo.sg’ 70

O paradigma classico do recrutamento inflamatdrio envolve o trafego de leucécitos em
areas marginais na periferia do vaso que adquirem um comportamento de rolamento sobre o
endotélio (rollers), em velocidades progressivamente mais lentas, até que se tornem aderidos a

parede do vaso (stikers), para depois emigrarem para o tecido perivascular (migrated) (figura

2).71-73
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Figura2: llustracdo simplificada das diversas etapas do recrutamento leucocitdrio no
endotélio de uma vénula pds-capilar, com as principais moléculas de adesdao envolvidas neste

processo. Adaptado de Kakkar AK e Lefer DJ.”*

Cada uma destas etapas é mediada por moléculas de adesdo expressas na superficie
celular. Estas moléculas pertencem as familias das selectinas, integrinas e membros da

superfamilia das imunoglobulinas.”

As selectinas sdo as moléculas primariamente envolvidas com a etapa inicial do
rolamento leucocitario e compreendem trés moléculas relacionadas: P-selectina (CD62P, GMP-
140, PADGEM, LECAM-3); E-Selectina (CD62E, ELAM-1, LECAM-2); e L-selectina (CD62L, LAM-1,
LECAM-1).7578

A P-selectina é uma proteina originalmente purificada de plaquetas, sendo
posteriormente encontrada em células endoteliais. Ela é constituitivamente expressa em
granulos secretdrios no endotélio, chamados de corpusculos de Weibel-Palade. Sob estimulos
apropriados, estes corpusculos fundem-se a membrana plasmatica levando a expressao na
superficie celular da P-selectina em poucos minutos. Assim, a P-selectina é frequentemente

envolvida na mediacdo precoce do recrutamente leucocitdrio durante a resposta inflamatéria.”

A E-Selectina também é expressa por células endoteliais. Diferente da P-selectina, a E-
selectina n3o é constituitivamente presente nestas células, sendo sua expressao regulada
transcricionalmente por mediadores inflamatdrios como fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e

interleucina 1 (IL-1).%°

A L-selectina é expressa na maioria dos leucdcitos, e foi inicialmente identificada como
receptor de alojamento linfocitario. A L-selectina é singular ao ser a Unica selectina mediando o
recrutamento de linfécitos no tecido linfatico. Alguns dados sugerem que a L-selectina tenha
papel como mediador de recrutamento de neutréfilos em estdgios mais tardios da resposta

inflamatéria.®

O desenvolvimento de animais geneticamente modificados, com auséncias destas

moléculas de adesdo, ajudou no entendimendo de suas fungdes. Camundongos deficientes em
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P-selectina exibiram menor intensidade de lesdo em modelos de I/R,82 e recrutamento
leucocitario lentificado em resposta a estimulos inflamatérios diretos.” Estudos em animais
com diversas combinacdes de deficiéncias de selectinas confirmam um papel predominante da
P-selectina no rolamento leucocitario, mas mostraram que animais duplamente deficientes em

. s 4. . . .. 83-85
P- e E-selectina apresentam fendtipos muito mais alterados que qualquer bloqueio isolado.

As selectinas possuem afinidade pelo grupo sialil Lewis” (sL*), e os principais receptores
com atividade para a P-selectina e E-selectina sdo PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand-1) e
ESGL-1 (E-selectin glycoprotein ligand-1) respectivamente, ambas expressas em leucdcitos. Para
a L-selectina diversos ligantes foram identificados, como GlyCAM-1 (glycosylation-dependent
cell adhesion molecule-1), CD34 (sialomucin), MAdCAM-1 (mucosal-vascular-adressin cell
adhesion molecule-1) e a propria PSGL-1, embora o exato papel in vivo destas moléculas ndo

seja bem estabelecido.”

Seguindo-se a etapa inicial de rolamento sobre a superficie endotelial, os leucdcitos
podem tornar-se estaciondrios. Considera-se um leucdcito aderido quando se encontra imével
por mais de 30 segundos. Apds um periodo de adesdo estaciondria, o leucécito pode deixar a
vénula pds-capilar, migrando para o compartimento intersticial adjacente. O processo de
emigracao é dificilmente avaliado em tempo real por microscopia intravital, mas é quantificado
pelo numero de leucdcitos no intersticio perivenular. As moléculas de adesao envolvidas nesta

etapa sdo as integrinas e as moléculas da superfamilia das imunoglubulinas.

As integrinas sao moléculas heterodiméricas compostas por duas subunidades, uma a
e outra f3, arranjadas em subfamilias conforme o tipo de subunidade (. Pares especificos af§
estdo presentes em diversos tipos celulares. Quatro das subunidades 3 sdo encontradas em

leucdcitos, sendo a B2 e a P7 expressas somente nestas células.”

Com especial importancia nas interacbes leucdcito-endotélio, as moléculas
pertencentes a subfamilia B2 (CD18) formam o complexo CD11/CD18, sendo distintas entre si
pela presenga das subunidades a: ol (CD11a), aM (CD11b), aX (CD11c) ou aD (CD11d). Em
condicOes fisioldgicas estas integrinas ndo se encontram ativas, e ndo promovem adesdo de
leucécitos ao endotélio. Apds estimulos inflamatérios, moléculas como a CD11a/CD18 (LFA-1 -
lymphocyte function-associated antigen-1) e a CD11b/CD18 (Mac-1 - macrophage antigen-1)

tem sua afinidade aumentada por seus ligantes da superficie endotelial, aumentando a avidez
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deste contato.®® Estudos em animais tratados com anticorpos contra a fracdo B2 do complexo

CD11/CD18 mostraram adesdo leucocitaria reduzida em vénulas pés—capilares.87’ 88

O terceiro grupo de moléculas de adesdo envolve moléculas com uma ou mais
unidades homologas a classe das imunoglobulinas G. Fazem parte deste grupo diversas
moléculas como ICAM (intercellular adhesion molecule), VCAM (vascular cell adhesion
molecule), PECAM (platelet-endothelial adhesion molecule) e JAM (juncional adhesion
molecules). Algumas destas moléculas sdo os ligantes para as integrinas presentes nos

leucdcitos.

A subfamilia ICAM (CD54) é composta por 5 membros: ICAM-1, -2, -3, -4 e -5. Estas
moléculas encontram-se constituitivamente presentes em diversos tipos celulares, como
células epitelias e fibroblastos. No endotélio, o ICAM-1 é o receptor de maior importancia para
a adesdo leucocitaria. Seus ligantes neste processo sdo os complexos CD11a/CD18 (LFA-1) e
CD11b/CD18 (Mac-1), e sua expressdo é regulada por transcricdo génica, estando aumentada
apds periodos de I/R e diversos outros estimulos inflamatérios.®® *° O bloqueio de ICAM-1 com
anticorpos mostrou-se capaz de reduzir o infiltrado neutrofilico a distancia apds lesdo de I/R

causada pela oclus3o da aorta infrarrenal.”

A aderéncia dos leucdcitos a superficie endotelial ndo é o processo final da ativacao
inflamatdria. O préprio contato do neutrdfilo com o célula endotelial é um estimulo para
ativacdo de outras moléculas de adesdo e também alteracbes estruturais para permitir a
emigracao dos leucdcitos.”® Umas das moléculas de ades3o envolvidas neste processo é a
PECAM-1 (CD31). Apds estimulo inflamatdrio, existe um aumento de expressao desta molécula,
mas também sua redistribuicdo na superficie endotelial, concentrando-se nas bordas das

1.>3 Estudos em animais com modelos de

células onde participa da migracdo transendotelia
inflamacdo mostraram que o tratamento com anticorpos contra PECAM-1 bloqueia o

extravasamento de neutréfilos.”

O melhor entendimento dos mecanismos envolvidos no processo de I/R e disfungdo
microvascular, trouxe um crescente interesse em investigar estratégias capazes de diminuir
suas consequléncias deletérias. A privacao do aporte sanguineo aos tecidos é a principal causa
de mortalidade em todo o mundo, devido a elevada incidéncia de infarto agudo do miocardio e

. ™ 95 . . ~ ;.
acidente vascular encefalico,”™ mas diversas outras situacdes clinicas como trauma e choque
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hemorragico, transplante de érgaos e reconstrucdes arteriais maiores possuem em comum a

agressao causada pela isquemia tecidual e a posterior reperfusao.

Dentre as intervengdes investigadas para a reducgdo da lesdo de I/R, uma das mais
importantes foi publicada por Murry et al. em 1986, que descreveram o fendmeno do
precondicionamento isquémico (PCl). O PCl consiste na exposicdo dos tecidos a periodos curtos
de isquemia e reperfusdo antes da isquemia prolongada. Estes autores obtiveram uma
diminuicdo de 70% da area de infarto do miocardio em cdes precondicionados que foram

submetidos a 40 minutos de isquemia miocardica.”

Posteriormente, foi descrita uma segunda janela de prote¢do (SWOP — second window
of protection) que se desenvolve entre 12 e 24 horas apds o estimulo precondicionante. Ao
contrdrio da protecdo imediata que dura 2 a 3 horas, esta fase tardia de protecdo se prolonga
por 48 a 96 horas, embora com menor intensidade.”” Assim, o fenémeno do PCI pode ser
temporalmente dividido em duas formas: o PCl inicial ou cldssico e o PCl tardio (figura 3). Estes
dois momentos de protecdo, além de diferentes magnitudes, possuem também mecanismos
distintos. O primeiro depende principalmente de uma reposta adaptativa imediata através de
moléculas efetoras ja formadas, e o segundo resulta de nova sintese protéica por alteracdes de

~ A 98
expressao genica.
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Figura 3: Protecdo bifasica induzida por um episédio de precondicionamento

isquémico. Adaptado de Pasupathy S e Homer-Vanniasinkam s.%
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Em 1993, Przyklenk et al. descreveram que apds um breve periodo de I/R no territdrio
da artéria coronaria circunflexa, a area de infarto no territorio da artéria descendente anterior
foi reduzida.'® Assim, foi identificado que o PCI em um leito vascular conferia protecio em

outro leito vascular, embora ambos em um mesmo dérgao.

InvestigacGes posteriores mostraram que existia também uma prote¢do entre
diferentes orgdos. Gho et al. demonstraram que o PCl remoto em um territdrio visceral

101

conferiu prote¢do contra a lesdo de I/R miocardica.” Outros estudos confirmaram o efeito

protetor do PCl realizado em outros 6rgaos, como rim e musculo esquelético, sobre a lesdo de

. ; 102, 103
I/R no tecido cardiaco.

Embora avaliado em diversos érgaos isolados, como fl'gado,104 rim,105 e intestino,106
por exemplo, a grande maioria dos estudos sobre o PCl local ou remoto esteve focada na

protecdo miocardica.

Para o estudo da lesdo de I/R em cirurgia de aorta, alguns autores criaram modelos de

107, 108

pingamento de aorta supraceliaca ou simulando uma situagao de aneurisma roto de aorta

. 109, 110
abdominal.

No entanto, todas estas investigacdes foram direcionadas para o papel de
mediadores inflamatdrios, como complemento e interleucinas, na lesdo de I/R, sem testar
manobras de PCl. Recentemente foi publicado um estudo experimental mostrando o efeito
benéfico do PCl remoto sobre a lesdo de I/R renal causada pelo pingamento da aorta

111

supraceliaca.”” Mesmo assim as investigacdes sobre o PCl em procedimentos de aorta com

isqguemia multivisceral ainda sdo bastante limitadas.

Desta forma, com a finalidade de encontrar alternativas que possam minimizar a lesao
de I/R em procedimentos envolvendo o pingamento da aorta com isquemia esplancnica e
muscular, consideramos a hipdtese que o PCl aplicado de forma local ou remota possa

minimizar a disfungao microcirculatdria que se estabelece.
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2. OBJETIVO

1. Testar a hipdtese que o precondicionamento isquémico local ou remoto minimiza a
disfuncdo endotelial na microcirculagdo mesentérica, induzida pela lesdo de I/R causada pela

oclusdo temporaria da aorta supraceliaca, através da:

a. avaliagdo in-vivo das interagdes leucdcito-endotélio;

b. avaliacdo da expressao de moléculas de adesao;

c. avaliacdo das variacdes hemodinamicas e laboratoriais, e as repercussdes

histopatoldgicas da mucosa intestinal.
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3. MATERIAL E METODOS

Este estudo experimental foi realizado no Laboratério de Cirurgia Cardiovascular e
Fisiologia da Circulacdo, Laboratério de Investigacdo Médica 11 (LIM-11), da Faculdade de
Medicina da Universidade de S3do Paulo (FMUSP). As normas internacionais para o cuidado,
manipulacdo e estudo de animais de laboratério foram rigorosamente obedecidas. Este
protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Escola Paulista de Medicina (EPM)

da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP), sob protocolo de nimero 1016/06.

3.1 Animais de Experimentacdo

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar EPM-1 com peso entre 190 a 250g
obtidos no Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia da
UNIFESP. Os animais foram transportados ao biotério do LIM 11 da FMUSP, respeitando-se um
periodo minimo de trés dias de adaptacdo ao novo ambiente antes da realizagdo dos
experimentos. Os animais tiveram livre acesso a racao e a agua, em ambiente controlado para
temperatura, umidade e exposicdo a luz artificial, com ciclos claro e escuro de 12 h.

Foram utilizados sete animais por grupo para avaliacdo in-vivo da microcirculacao e

outros sete animais por grupo para coleta de tecidos.

3.2 Modelo experimental

3.2.1 Pré-operatorio

Os procedimentos foram sempre iniciados no periodo matutino, obedecendo um jejum

para alimentos sélidos na noite precedente ao ato operatdrio, com livre acesso a 4gua.
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3.2.2 Anestesia

Os animais foram submetidos a anestesia geral com pentobarbital sédico (Sigma — St
Luis, EUA) na dosagem de 50 mg/kg, por via intraperitoneal. Doses complementares de
pentobarbital sddico foram administradas na dosagem de 4 mg/kg por via intravenosa, quando

necessario, para manutencao do plano anestésico estavel ao longo do procedimento.

3.2.3 Preparacao cirurgica

Apdbs a anestesia, 0os animais foram atados em decubito dorsal sobre uma placa
metalica, procedendo-se a antissepsia com iodopovidine e tricotomia da regido abdominal e
cervical.

Através de uma cervicotomia antero-lateral direita obteve-se acesso a via aérea para a
realizagdo de uma traqueostomia com a insercdao de cateter intravascular de 16 gauge (1,7

mm) de diametro, seccionado para que tivesse 2cm de comprimento (figura 4).

Figura 4: Preparo da via aérea. Cervicotomia e disseccdo da traquéia (A). Traqueostomia

com a insergdo de cateter intravascular modificado (B).

Em seguida, dissecou-se a veia jugular externa e a artéria carétida comum para a
insercao de cateteres de polietileno de diametro compativel (PE-50 conectado a PE-10) (figura
5). O acesso venoso foi utilizado para a injegao de solugdo salina 0,9%, heparina e anestésico. A
via arterial foi conectada a um transdutor de pressdo ligado em um sistema de aquisicdo de
dados biolégicos (modelo MP 100, Biopac System Inc., Goleta, CA — EUA), registrados em um

computador através de software especifico (ACqKnowledge IIl MP 100 WSW).
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Figura 5: Acessos vasculares observados através de lupa com magnificacdo de 10x.
Arteriotomia da carétida comum (A) para insercdo de cateter de polietileno (B). Dissec¢do da
veia jugular externa (C) e inser¢cdo de cateter de polietileno(D). Aspecto final dos cateter

intravasculares fixados (E).

O acesso a aorta abdominal foi realizado por celiotomia mediana. A aorta abdominal foi
dissecada em sua porg¢do supraceliaca junto aos pilares diafragmaticos (figura 6) e infrarrenal
logo acima de sua bifurcacdo (figura 7). Nestes dois locais a aorta foi reparada com fio de
algodao 0. Estes fios foram passados pelo interior de um tubo flexivel de polietileno (PE 100) de
4 cm de extensao, formando um torniquete de Rumel que possibilitou a oclusao deste vaso em

qualguer um destes pontos com a tracdo dos fios contra o tubo de polietileno.

Figura 6: Disseccdo da aorta abdominal supraceliaca (A). Reparo com fio de algodao 0

(B) para a confecgao de torniquete de Rumel (C).
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Figura 7: Dissec¢do da aorta abdominal infrarrenal (A). Reparo com fio de algod&do 0 (B)

para a confeccdo de torniquete de Rumel (C).

Apds as disseccdes vasculares, administrou-se 100 Ul/Kg de heparina intravenosa.
Procedeu-se entdo a sintese da parede abdominal com fio de mononylon 4-0, exteriorizando-se
os torniquetes nas porgdes cranial e caudal da incisdo para permitir sua manipulagao e oclusao
aodrtica durante o experimento. Todos os animais foram mantidos sobre a placa metdlica

aquecida a 37 °C (figura 8).

Figura 8: Posicionamento dos animais durante o experimento sobre placa metdlica
aquecida (A). Cateteres intra-arteriais foram conectados a transdutores (A — seta) para

aquisicdo das medidas da pressdo arterial em programa de computador especifico (B).
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3.3 Protocolo experimental e grupos de estudo

Os animais foram incluidos sem randomizacdo em quatro grupos experimentais de
forma simultanea até que fosse estabelecido um nimero de sete animais por grupo. Os animais
foram submetidos a mesma preparagdao operatéria em todos os grupos. O protocolo do
experimento, com diferentes tempos de isquemia e reperfusdo, variou conforme os grupos
abaixo descritos (figura 9).

Grupo controle: Apds a mesma preparagao operatéria dos demais grupos, os animais
foram mantidos em repouso durante todo o periodo experimental, sem pincamento da aorta.

Grupo isquemia e reperfusdao (I-R): Os animais permaneceram em repouso por 40
minutos para entdo ser ocluida aorta abdominal supraceliaca por 20 minutos, seguido de 120
minutos de reperfusdo.

Grupo precondicionamento isquémico local (PCI-L): Apds repouso de 20 minutos, a
aorta abdominal supraceliaca foi ocluida duas vezes durante cinco minutos com intervalo de
reperfusdo de cinco minutos em cada tempo. Imediatamente apds estes ciclos, a aorta
supraceliaca foi ocluida por 20 minutos, seguido de 120 minutos de reperfusao.

Grupo precondicionamento isquémico remoto (PCI-R): Aorta abdominal infrarrenal foi
ocluida logo acima da sua bifurcacdo duas vezes durante 10 minutos com intervalo de
reperfusdo de 10 minutos em cada tempo. Imediatamente apds estes ciclos, a aorta

supraceliaca foi ocluida por 20 minutos, seguido de 120 minutos de reperfusao.

Controle

o R
PCI-L IRIIIR| I R
PCI-R "
Tempo 10 1045,5,5,5, 20 19
(minutos)

Figura 9: Protocolo experimental nos quatro grupos de estudo. I: isquemia, R: reperfusao.
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A estabilidade hemodinamica dos animais durante a liberacdo da aorta supraceliaca
ocluida por 20 minutos foi mantida pela expansdo volémica com 1,5 mL de solugdo salina 0,9%.
Doses subsequientes de 0,5 mL de solucdo salina 0,9% foram administradas apds 30, 60, 90 e
120 minutos de reperfusdo. Estes volumes, incluindo os 1,5 mL iniciais, foram aplicados a todos
os grupos de estudo nos mesmos tempos experimentais.

Ao final do experimento, os animais avaliados pela microscopia intravital foram
sacrificados com overdose de pentobarbital, e os animais utilizados para coleta tecidos foram

sacrificados por exsangliinagdo com pungao adrtica.

3.4 Variaveis analisadas

3.4.1 Andlise hemodinamica — pressao arterial média
A pressao arterial média foi monitorizada continuamente e registrada a cada cinco
minutos durante os tempos correspondentes as manobras de PCl (t0 a t40) e a cada dez

minutos no restante do experimento (t40 a t180). Os valores foram expressos em mm Hg.

3.4.2 Analise laboratoriais

Sangue arterial foi coletado através do cateter vascular posicionado na artéria cardtida
comum, e utilizado para andlise gasométrica, concentracdo de lactato e potassio (Gasometro
ABL 555, Radiometer — Copenhagen, Dinamarca).

Para a dosagem do hematdcrito e leucograma foi extraido sangue periférico misto da
area cruenta da seccdo transversa dos dois milimetros finais da cauda animal. O hematdcrito foi
determinado em tubo capilar de micro-hematécrito em microcentrifuga, com centrifugacao a
9000 g por 5 minutos. O leucograma foi realizado pela contagem de leucdcitos totais em
camara de Neubauer e o diferencial obtido pela leitura do esfregaco sangliineo, corado pelo
método de Giemsa-May-Griinwald.

Para dosagem de desidrogenase latica (DHL) foi coletado sangue por punc¢do adrtica no

final do procedimento, e analisado na divisdo de laboratério central HCFMUSP (protocolo 391).
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3.4.3 Analise in-vivo da microcirculagao — microscopia intravital

Os animais foram observados ao final do experimento. Devido ao tempo necessario para
preparacao do animal para esta avaliacdo, esta etapa foi iniciada aos 90 minutos de reperfusao,
para que o estudo microcirculatério ndo ocorresse tardiamente. A avaliagdo in-vivo da
microcirculagdo foi feita por pesquisador independente, cego para os grupos experimentais da
amostra.

Os animais foram mantidos sobre uma placa acrilica aquecida a 37 °C em decubito
lateral direito para a exteriorizacdo do leito vascular mesentérico e observacao da
microcirculacdo (figura 10). A preparacdo foi mantida umida e aquecida por superfusdo com
solugdo tampdo (pH 7,2 a 7,4) de Krebs-Henseleit composta de 113 mmol/L de NaCl, 4.7
mmol/L de KCI, 2.5 mmol/L de CaCl2.2H20, 25 mmol/L de NaHCO3, 1.1 mmol/L de MgS04, 1.1
mmol/L de KH2PO4 e 5 mmol/L de glicose.

Figura 10: Posicionamento do animal sobre placa acrilica aquecida (A), com exposicao

do mesentério para observagdo microscépica intravital (B).

As interagbGes dos leucdcitos com a superficie do endotélio venular foi estudada em
vénulas pds-capilares de 12 a 20 um de didmetro. O numero de leucécitos que se moveram na
periferia, em contato com o endotélio, foi determinado durante 10 minutos, em segmento de
100 um de extensao da vénula. O niumero de células que permaneceram aderidas ao endotélio,
por mais de 30 segundos, foi determinado em extensdo de 100 um da vénula. Leucdcitos

migrados para o tecido perivascular foram contados em area equivalente a 5.000 umz.
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Uma camera (TK-C1380U, JVC Co, Tokyo, Japan) incorporada a um microscépio triocular
(Axioplan 2, Carl Zeiss Co, Miinchen-Hallbergmoos, Germany) facilitou a observacdo de imagens
ampliadas (425x) no monitor do microcomputador (SyncMaster 753DFX, Samsung, Manaus,
Brasil). A analise das intera¢Oes leucdcito-endotélio foi realizada em tempo real com a
utilizacdo de software de imagem (Axiovision 4.1, Carl Zeiss Co) com mddulo incorporado para
mensuracdo interativa e cronometragem. As imagens foram armazenadas e reanalisadas

posteriormente.

3.4.4 Andlise imuno-histoquimica

O mesentério foi completamente ressecado desde sua origem até as alcas intestinais.
Em seguida foi imerso em hexana sob nitrogénio liquido por 2 minutos para congelagcao
gradual. Congelada, a peca foi levada para o criostato a temperatura de -25 °C onde foram
processados cortes de 8 um de espessura para montagem de 5 laminas para cada animal (3
testes, 1 controle negativo e 1 para coloracdo com hematoxilina).

Para a realizacdo das reagBes imuno-histoquimicas indiretas utilizamos anticorpos
associados a fluoresceina. O boqueio de sitios inespecificos foi feito pela incubacdo dos cortes
em solucdo tamp3o livre de biotina (Super Block” Blocking Buffer — Pierce) por periodo
aproximado de 16 horas (“overnight”) a 4 °C.

Os anticorpos contra ICAM-1 (M-19: sc-1511, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz,
CA, EUA), P-selectina (C-20: sc-6941, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EUA) and E-
selectina (H-300: sc-14011, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EUA) foram diluidos
em solucdo tampado fosfato (PBS - phosphate buffered saline) com Tweenyga 0,3% na proporg¢ado
1:50 e sobrepostos aos cortes para incubacdo por periodo de aproximadamente 16 horas
(“overnight”) a 4 °C. Apds essa incubacdo, as laminas foram submetidas a trés banhos em PBS
simples por 10 minutos cada. Em seguida, foi feita a incuba¢do com estreptoavidina
fluoresceinada na proporcdo de 1:200 por 1 hora em temperatura ambiente e novamente
submetidas a trés banhos em PBS simples por 10 minutos cada. Por fim, as laminas foram
incubadas em meio especial de lodeto de Propidium e sobrepostas com laminulas abrangentes.
Todas as reacbes controles foram realizadas de forma semelhante, mas substituindo o
anticorpo por PBS com Tween,g a 0,3%.

A quantificacdo da marcacdo das moléculas de adesdo foi feita por pesquisador

independente, cego para os grupos experimentais da amostra utilizando analise qualitativa e
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comparativa por contrastes de imagens em software especifico (Image—Pro—PIus® da Média

Cybernetics, versdo 4.0 for windows) para microscopio E-800 (Nikon).

3.4.5 Andlise histopatoldgica

O intestino foi separado do mesentério e trés amostras de tecido foram coletadas em
locais pré-definidos: 3 cm apds o inicio do jejuno, porcao média do intestino delgado e ilio distal
a 3 ¢cm do ceco. Os tecidos foram fixados por 24hs em solugao de formol 10% tamponada, e
entdo imersas em bloco de parafina. Os cortes foram feitos com 5 um de espessura e corados
com hematoxilina e eosina.

A andlise histolégica morfométrica foi realizada por histologista independente, cego
para os grupos experimentais da amostra. As imagens foram capturadas em camera de alta
resolucdo (Samsung) acoplada a um microscépio éptico E200 (Nikon), e analisadas em software
especifico (AxioVision-Rel Zeiss).

As varidveis medidas foram a espessura total da mucosa, a altura da vilosidade e a
profundidade da cripta, sendo também determinado a relagdo entre a altura da vilosidade e a
profundidade da cripta. Para cada uma destas variaveis, foram adquiridas trés medidas em cada
uma das trés porcdes do intestino coletadas, de forma que o valor final de um animal foi a

média de nove medidas desta variavel.

3.5 Metodologia estatistica

Os dados foram tabulados no programa Microsoft Excel®, e analisados no programa
SPSS’ (Statistical Package for Social Sciences 13.0). A apresentacdo dos resultados ocorreu
através de medidas descritivas, expressos como média + erro padrao.

A andlise exploratéria da distribuicido dos dados foi realizada través do teste de
Kolmogorov-Smirnov. Para a compara¢ao de medidas repetidas em um mesmo grupo foi
utilizado o teste t-Student para amostras pareadas. Para a comparacdao de médias entre os
grupos foi utilizado a Andlise de Variancia (One-Way), onde o pressuposto bdsico da
homocedasticidade foi verificado pelo teste de Levene. Nas situacdes onde ndo se configurou a
homogeneidade de varidncias, a Anova foi complementada pela estatistica de Welch

(comparacdo de grupos de tamanhos diferentes) ou de Brown-Forsythe (comparacdo de grupos
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de tamanhos iguais), que sdo robustos a violacdo da premissa de homogeneidade de variancia.
Para as comparagGes multiplas foram utilizados os teste de Tukey (homogeneidade de
variancias e grupos de igual tamanho), Tamhane (heterogeneidade de varidancias e grupo de
tamanhos iguais) e Dunnett’s T3 (heterogeneidade de variancias e grupos de tamanho

diferentes). Foi adotado nivel de significancia para erro o de 5% (p<0,05).
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4. RESULTADOS

O valor médio e erro-padrao de cada grupo (média + EP) estdo apresentados em
graficos. Os resultados foram calculados com um nimero de sete animais por grupo, a excecao
das varidveis peso e pressao arterial média, nas quais foi realizada a analise estatistica com o
numero total de animais em cada grupo, ou seja, 14. Os valores individuais de cada animal, em

cada momento do experimento, estdo dispostos em tabelas nos Anexos.

4.1 Peso dos animais
O peso médio foi de 219+2 g, nao havendo diferenca entre os grupos (Controle: 214+4
g; I-R: 216+5 g; PCI-L: 221+4 g; PCI-R: 22445 g, p=0,458) (figura 11). Os valores individuais de

peso de cada grupo encontram-se em Anexos — Tabela 1.
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Figura 11: Peso dos animais (g) nos grupos controle, isquemia e reperfusdo (I-R),
precondicionamento isquémico local (PCI-L), precondicionamento isquémico remoto (PCI-R).

Dados expressos como média + EP de 14 animais por grupo.



Resultados - 28

4.2 Variavel hemodinamica - pressao arterial média

As figuras 11 a 14 ilustram as variacdes da PAM em cada grupo. Os valores individuais da
PAM em cada momento experimental sao apresentados em Anexos — Tabela 2. A figura 15
ilustra comparativamente a PAM (média + EP) entre os grupos.

No grupo controle o procedimento iniciou com uma PAM de 99,00+4,82 mm Hg. Houve
um aumento progressivo da PAM desde o tempo basal até o tempo t110 minutos (t15:
106,64+5,20 mm Hg, p=0,038 vs. t0; t40: 112,92+4,62 mm Hg, p<0,001 vs. t0; t110: 126,71+3,99
mm Hg, p=0,009 vs. t40). A partir deste momento a PAM manteve-se estavel até o final do

experimento (t180: 127,85+4,59 mm Hg, p=0,649 vs. t110) (figura 12).

Grupo Controle
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Figura 12: Variagdo da PAM (mm Hg) durante o experimento no grupo controle. Dados

individuais e médios de 14 animais. (*) p<0,05 vs. t0, (**) p<0,001 vs. t0, () p<0,009 vs. t40.

No grupo I-R, a PAM basal foi de 110,07£4,06 mm Hg. Neste grupo também ocorreu
elevacdo da PAM nos primeiros 40 minutos do experimento, sendo significativo a partir do
tempo 20 (t20: 115,85+4,23 mm Hg, p=0,012 vs. t0). A oclusdo da aorta supraceliaca elevou a
PAM, quando comparada ao tempo basal (t40: 184,35+3,71 mm Hg, p<0,001 vs. t0) e ao tempo
imediatamente antecedente (t35: 120,35+3,09 mm Hg, p<0,001 vs. t40). A libera¢do da aorta
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resultou em uma queda da PAM (t50 vs. t60: 178,5+2,98 mm Hg para 62,28+1,84 mm Hg,
p<0,001), para valores inferiores ao tempo basal ou ao tempo imediatamente anterior a
oclusdo adrtica (ambos, p<0,001). Apds esta queda, ocorreu a eleva¢gdo da PAM, chegando
proximo ao valor basal depois de 20 minutos de reperfusdo (t80: 99,64+4,91 mm Hg, p=0,148
vs. t0). Deste momento até completar a primeira hora de reperfusdo houve uma recuperacgao
progressiva da PAM (t120: 113,0+2,77 mm Hg, p=0,012 vs. t80). Durante a segunda hora de
reperfusdo houve queda da PAM (t180: 105,71+3,31 mm Hg, p=0,014 vs. t120), mas o valor
final da PAM foi semelhante ao basal (p=0,453), embora significativamente inferior ao

momento prévio do pincamento adrtico (p=0,009) (figura 13).

Grupo I-R

Tempo (min)
Figura 13: Variacdo da PAM (mm Hg) durante o experimento no grupo isquemia e
reperfusdo (I-R). Dados individuais e médios de 14 animais. (*) p<0,001: VS. t0, (**) p<0,05 vs.
t0, () p<0,001 vs. t35, (¥) p=0,012 vs. t80 (§) p=0,014 vs. t120 e p=0,009 vs. t35.

No grupo PCI-L, a PAM basal foi de 109,14+3,36 mm Hg. A oclusdao adrtica supraceliaca
empregado por duas vezes como precondicionamento, durante cinco minutos, e de forma mais
prolongada, por vinte minutos, elevou a PAM em todos os momentos em que foi realizado,
guando comparado ao tempo basal (t20: 174,85+3,54 mm Hg, p<0,001 vs. t0; t30: 179,4243,21
mm Hg, p<0,001 vs. t0; t40: 179,21+3,92 mm Hg, p<0,001 vs. t0) e ao tempo imediatamente
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antecedente a primeira oclusdo (t15: 114,78+2,57 mm Hg, p<0,001 vs. t20, t30 e t40). A
liberacdo da aorta em todos os tempos resultou em uma queda da PAM (t25: 64,92+1,54 mm
Hg, p<0,001 vs. t20; t35: 70,21+2,17 mm Hg, p<0,001 vs. t30; t60: 67,50+1,67 mm Hg, p<0,001
vs. t50), para valores também inferiores ao tempo basal e t15 (todos, p<001). Houve retorno da
PAM para um valor proximo ao nivel basal apds 40 minutos do inicio da reperfusao final, (t100:
103,7142,47 mm Hg, p=0,163 vs. t0). Deste momento até o término do experimento, manteve-
se um aumento da PAM (t180: 112,21+2,80 mm Hg, p=0,031 vs. t100), finalizando o

experimento com um valor semelhante ao basal (p=0,180) e t15 (p=0,522) (figura 14).

Grupo PCI-L
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Figura 14: Variacgo da PAM (mm Hg) durante o experimento no grupo
precondicionamento local (PCI-L). Dados individuais e médios de 14 animais. (*) p<0,001: vs. t0

e t15, (**) p<0,05 vs. t0, (T) p=0,031 vs. t100.

No grupo PCI-R, o experimento foi iniciado ja com a oclusdo da aorta infrarrenal, e a
PAM basal foi de 104,71+2,96 mm Hg. A liberacdo da aorta levou a uma queda da PAM (t5 vs.
t10: 106,64+2,78 mm Hg para 87,28+2,87 mm Hg, p<0,001), elevando-se apds 5 minutos (t15:
105,21+43,44 mm Hg, p<0,001 vs. t10). A segunda oclusdo da aorta infrarrenal no tempo t20 ndo
aumentou significativamente a PAM (t20: 110,21+3,68 mm Hg, p=0,084 vs. t15), mantendo

também valor semelhante ao basal (p=0,120). A liberacdo da aorta novamente levou a uma
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gueda da PAM (t25 vs. t30: 113,42+3,54 mm Hg para 88,57+2,41 mm Hg, p<0,001), seguida de
elevacdo nos minutos subseqlientes (t35: 111,14+3,44 mm Hg, p<0,001 vs. t30). A oclusdo
aortica supraceliaca elevou a PAM quando comparada ao tempo basal e ao tempo
imediatamente antecedente (t40: 175,50+4,86 mm Hg, p<0,001 vs. t0 e t35). A PAM com o
pingcamento supraceliaco também foi maior que a PAM com o pingamento infrarrenal (p<0,001
t40 vs. t0 e t20). A liberacdo da aorta resultou em queda da PAM (t50 vs. t60: 172,924+3,97 mm
Hg para 67,35£1,94 mm Hg, p<0,001), a um valor inferior aos tempos basal e imediatamente
anterior a oclusdo supraceliaca (ambos, p<0,001). Apds esta queda, houve um aumento da
PAM, alcancando valor préximo ao basal em 20 minutos (t80: 96,92+3,44 mm Hg, p=0,114 vs.
t0). Nos momentos subseqiientes manteve-se a elevagdao da PAM (t120: 112,42+2,82 mm Hg,
p=0,001 vs. t80; 180: 112,64+3,03 mm Hg, p=0,008 vs. t80). No final do experimento a PAM era
semelhante aos valores basal (p=0,139) e imediatamente anterior a oclusdo supraceliaca

(p=0,768) (figura 15).

Grupo PCI-R

Tempo (min)
Figura 15: Variacdo da PAM (mm Hg) durante o experimento no grupo

precondicionamento remoto (PCI-R). Dados individuais e médios de 14 animais. (*) p<0,001 vs.

10, (**) p=0,022 vs. t0, () p<0,001 vs. t35 e (*) p<0,001 vs. t40, (§) p<0,01 vs. t80.
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Entre os grupos, ndo houve diferenca significativa na PAM no momento basal (p=0,177).
Em relacdo ao controle, a oclusdo adrtica supraceliaca no grupo PCI-L aumentou a PAM nos
dois momentos em que foi realizado como precondicionamento (t20 e t30: p<0,001). Ja a
oclusdo adrtica infrarrenal, utilizado como precondicionamento no grupo PCI-R, ndo elevou a
PAM em relagdo ao controle (t0: p=0,725; t20: p=0,997). Ainda durante as manobras de PCl, a
PAM nos momentos da liberacdo da aorta no grupo PCI-L foi menor que o grupo controle (t25 e
t35: p<0,001), achado também presente no grupo PCI-R (t10: p=0,042; t30: p=0,036).

A oclusdo adrtica supraceliaca realizado no tempo t40 resultou em um aumento
significativo da PAM em todos os grupos quando comparado ao controle (p<0,001), sem
diferenca entre estes grupos (I-R, PCI-L e PCI-R: p=0,336). Comparada ao controle, a
restauracao do fluxo adrtico resultou em queda da PAM (p<0,001), de forma semelhante nestes
trés grupos (p=0,084). Durante toda a fase de reperfusdo as diferencas na PAM ndo foram
significativas nos trés grupos submetidos a isquemia (p>0,05), mas mantendo-se, neste mesmo

periodo, abaixo dos valores do grupo controle (p<0,05) (figura 16).
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Figura 16: Variagdo da PAM (mm Hg) durante o experimento nos grupos controle, isquemia
e reperfusdo (I-R), precondicionamento isquémico local (PCI-L), precondicionamento isquémico
remoto (PCI-R). Dados expressos como média + EP de 14 animais por grupo. (*) p<0,001: I-R, PCI-L e
PCI-R vs. controle, (**) p<0,05: I-R, PCI-L e PCI-R vs. controle, () p<0,001 PCI-L vs. controle e (¥)

p<0,05 PCI-R vs. controle.
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4.3 Variaveis Laboratoriais

4.3.1 Gasometria arterial

pH arterial

A figura 17 ilustra os valores do pH arterial (média + EP) por grupo. Os valores
individuais do pH sao apresentados em Anexos — Tabela 3.

Ndo houve diferenca entre os grupos nos valores basais do pH arterial (p=0,503).

No grupo controle o pH arterial no momento final do experimento foi semelhante ao
basal (7,387+0,015 para 7,375+0,017, p=0,599). No grupo IR houve uma queda significativa no
pH arterial (7,425+0,019 para 7,280+0,035, p=0,006). J& nos grupos PCI-L e PCI-R, a queda do
pH nao foi significativa (PCI-L: 7,406+0,014 para 7,358+0,019, p=0,257; PCI-R: 7,415+0,021 para
7,347+0,024, p=0,184).

Embora tenha ocorrido uma queda significativa do pH no grupo IR, ndo houve diferenca

significativa nos valores do pH entre os grupos ao final do experimento (p=0,162).
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Figura 17: Variacdo do pH arterial durante o experimento nos grupos controle, isquemia
e reperfusdo (I-R), precondicionamento isquémico local (PCI-L), precondicionamento isquémico

remoto (PCI-R). Dados expressos como média + EP de 7 animais por grupo. (*)p<0,02 I-R vs. t0.
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Excesso de base arterial

A figura 18 ilustra os valores do excesso de base (EB) arterial (média + EP) por grupo. Os
valores individuais do EB sdo apresentados em Anexos — Tabela 4.

Ndo houve diferenga entre os grupos nos valores basais do EB arterial (p=0,755).

Em todos os grupos o EB arterial no momento final do experimento foi inferior ao basal
(Controle: -2,21+0,77 mEq/L para -6,25+0,46 mEqg/L, p=0,003; I-R: -2,65+0,83 mEg/L para -
15,81+1,64 mEq/L, p<0,001; PCI-L: -3,20+0,49 mEq/L para -11,60+1,19 mEq/L, p=0,001; PCI-R: -
2,21+0,80 mEq/L para -11,47+1,14 mEq/L,p=0,001).

Ao final do experimento, os valores do EB arterial nos grupos I-R, PCI-L e PCI-R foram
inferiores ao controle (p<0,001 vs. I-R; p=0,020 vs. PCI-L; e p=0,024 vs. PCI-R). Os valores dos
grupos PCI-L e PCI-R foram semelhantes (p=1,000), sem diferirem significativamente do grupo I-

R (p=0,085 vs. PCI-L; p=0,073 vs. PCI-R).
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Figura 18: Variacdo do EB arterial (mEq/L) durante o experimento nos grupos controle,
isquemia e reperfusao (I-R), precondicionamento isquémico local (PCI-L), precondicionamento
isquémico remoto (PCI-R). Dados expressos como média + EP de 7 animais por grupo.

(*)p<0,005 vs. t0, (T)p<0,03 I-R, PCI-L e PCI-R vs. controle.
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Pressao Parcial de CO, Arterial

A figura 19 ilustra os valores da pCO, arterial (média * EP) por grupo. Os valores

individuais da pCO, sdo apresentados em Anexos — Tabela 5.
Ndo houve diferenca entre os grupos nos valores basais da pCO, arterial (p=0,172).

Em todos os grupos a pCO, arterial no momento final do experimento foi inferior ao
basal (Controle: 35,97+1,18 mm Hg para 30,44+1,70 mm Hg, p=0,034; I-R: 31,45+0,94 mm Hg
para 19,98+1,27 mm Hg, p<0,001; PCI-L: 32,57+1,84 mm Hg para 21,61+0,89 mm Hg, p=0,001;

PCI-R: 33,62+1,57 mm Hg para 22,62+1,617 mm Hg, p=0,001).

Ao final do experimento, a pCO, arterial nos grupos I-R, PCI-L e PCI-R foi semelhante,
mas significativamente abaixo do valor do grupo controle (p<0,001 vs. I-R; p=0,001 vs. PCI-L;

p=0,003 vs. PCI-R).
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Figura 19: Variacdo da pCO, arterial (mm Hg) durante o experimento nos grupos
controle, isquemia e reperfusdo (I-R), precondicionamento isquémico local (PCI-L),
precondicionamento isquémico remoto (PCI-R). Dados expressos como média + EP de 7 animais

por grupo. (*)p<0,05 controle vs. t0, (**)p< 0,001 I-R, PCI-L e PCI-R vs. 10, (1)p<0,005 I-R, PCI-L e

PCI-R vs. controle.
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Concentragao de HCOj; arterial

A figura 20 ilustra os valores da concentracdo de HCO; arterial (média + EP) por grupo.

Os valores individuais do HCO3™ sdo apresentados em Anexos — Tabela 6.
Ndo houve diferenga entre os grupos nos valores basais do HCO;™ arterial (p=0,370).

Em todos os grupos o HCO;™ arterial no momento final do experimento foi inferior ao
basal (Controle: 21,58+0,44 mEqg/L para 17,27+0,44 mEq/L, p=0,002; I-R: 20,25+0,55 mEq/L
para 9,30+0,95 mEq/L, p<0,001; PCI-L: 20,10+0,71 mEq/L para 11,77+0,59mEq/L, p<0,001; PCI-
R: 21,07+0,593 mEqg/L para 11,80+0,80 mEq/L, p<0,001)

Ao final do experimento, o HCO3 arterial nos grupos I-R, PCI-L e PCI-R foi inferior ao

controle (p<0,001). Os valores dos grupos PCI-L e PCI-R foram semelhantes (p=1,000), sem

diferirem significativamente do grupo I-R (p=0,103 vs. PCI-L; p=0,098 vs. PCI-R).
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Figura 20: Variacdo da concentra¢do de HCO;s arterial (mEg/L) durante o experimento
nos grupos controle, isquemia e reperfusdo (I-R), precondicionamento isquémico local (PCI-L),
precondicionamento isquémico remoto (PCI-R). Dados expressos como média + EP de 7 animais
por grupo. (*)p=0,002 controle vs. t0, (**)p< 0,001 I-R, PCI-L e PCI-R vs. t0, (t)p<0,01 I-R, PCI-L e

PCI-R vs. controle.
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Pressao parcial de O, arterial

A figura 21 ilustra os valores da pO, arterial (média *+ EP) por grupo. Os valores

individuais da pO, sdo apresentados em Anexos — Tabela 7.
Ndo houve diferenga entre os grupos nos valores basais da pO, arterial (p=0,668).

Em todos os grupos a pO, arterial no momento final do experimento foi superior ao
basal, mas significativo apenas no grupo I-R (Controle: 98,55+5,89 mm Hg para 105,62+7,04
mm Hg, p=0,400; I-R: 97,0000+4,54 mm Hg para 112,91+3,39 mm Hg, p=0,042; PCI-L:
100,61+6,44 mm Hg para 108,9214,08 mm Hg, p=0,245; PCI-R: 91,67+3,72 mm Hg para
100,61+4,13 mm Hg, p=0,173).

Ao final do experimento, ndo houve diferenca significativa entre os grupos nos valores

da p0O, arterial (p=0,352).
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Figura 21: Variacdo da pO, arterial (mmHg) durante o experimento nos grupos controle,
isquemia e reperfusao (I-R), precondicionamento isquémico local (PCI-L), precondicionamento
isquémico remoto (PCI-R). Dados expressos como média = EP de 7 animais por grupo. (*)p=0,04

I-R vs. t0.
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Saturacao de O, arterial

A figura 22 ilustra os valores da saturacdo de O, arterial (média + EP) por grupo. Os

valores individuais da saturacdo de O, arterial sdo apresentados em Anexos — Tabela 8.

Nao houve diferenca entre os grupos nos valores basais da saturacdo de O, arterial

(p=0,668).

Em nenhum dos grupos a saturagdo de O, arterial aumentou significativamente ao final
do experimento (Controle: 97,17+0,46% para 97,57+0,38%, p=0,450; I-R: 97,22+0,45% para
97,81+0,21%, p=0,248; PCI-L: 97,34+0,43% para 97,90£0,21%, p=0,309; PCI-R: 96,77+0,30%
para 97,14+0,45%, p=0,572).

Ao final do experimento, ndo houve diferenca significativa entre os grupos nos valores

da saturacdo arterial de O, (p=0,770).
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Figura 22: Variacdo da saturacdo de O, arterial (%) durante o experimento nos grupos
controle, isquemia e reperfusdo (I-R), precondicionamento isquémico local (PCI-L),
precondicionamento isquémico remoto (PCI-R). Dados expressos como média + EP de 7 animais

por grupo.
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4.3.2 Potassio arterial

A figura 23 ilustra as concentracdes de potassio arterial (média + EP) por grupo. Os
valores individuais da concentracdo de potassio arterial sdo apresentados em Anexos — Tabela

9.

N3o houve diferenca entre os grupos nos valores basais da concentracdo de potassio

arterial (p=0,142).

Apenas no grupo |-R a concentracdo de potdssio arterial no final do experimento foi
significativamente superior a basal (Controle: 3,05+0,18 mEq/L para 3,47+0,10 mEq/L, p=0,051;
I-R: 3,11%0,19 mEg/L para 3,92+0,17 mEq/L, p=0,014; PCI-L: 3,08+0,14 mEg/L para 3,5%0,28
mEg/L, p=0,086; PCI-R: 3,07+0,25 mEq/L para 3,57+0,19 mEq/L, p=0,079).

Ao final do experimento, ndao houve diferenca significativa entre os grupos nos valores

da concentracdo de potassio arterial (p=0,041).
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Figura 23: Variacdo das concentracBes de potassio arteriais (mEq/L) durante o
experimento nos grupos controle, isquemia e reperfusao (I-R), precondicionamento isquémico
local (PCI-L), precondicionamento isquémico remoto (PCI-R). Dados expressos como média + EP

de 7 animais por grupo. (*)p=0,014 I-R vs. t0.



Resultados - 40

4.3.4 Lactato arterial

A figura 24 ilustra as concentracbes de lactato arterial (média + EP) por grupo. Os
valores individuais das concentracdes de lactato arterial sdo apresentados em Anexos — Tabela

10.

N3o houve diferenca entre os grupos nos valores basais da concentracdo de lactato

arterial (p=0,142).

Em todos os grupos a concentracdo de lactato arterial no momento final do
experimento foi superior ao basal (Controle: 1,18+0,82 mmol/L para 1,65+0,10 mmol/L,
p=0,011; I-R: 1,5714+0,13 mmol/L para 4,85+0,46 mmol/L, p=0,001; PCI-L: 1,37+0,09 mmol/L
para 2,97+0,25 mmol/L, p=0,003; PCI-R: 1,30+0,13 mmol/L para 3,24+0,31 mmol/L, p=0,004).

Ao final do experimento, as concentra¢des de lactato arterial nos grupos I-R, PCI-L e PCI-
R foram maiores que no grupo controle (p<0,001 vs. I-R; p=0,032 vs. PCI-L; e p=0,008 vs. PCI-R).
Os valores dos grupos PCI-L e PCI-R foram semelhantes (p=0,927), mas significativamente

inferiores ao grupo I-R (p=0,001 vs. PCI-L; p=0,007 vs. PCI-R).
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Figura 24: Variacdo das concentracdes de lactato arterial (mmol/L) durante o
experimento nos grupos controle, isquemia e reperfusdo (I-R), precondicionamento isquémico

local (PCI-L), precondicionamento isquémico remoto (PCI-R). Dados expressos como média + EP
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de 7 animais por grupo. (*)p<0,02 controle vs. t0, (**)p< 0,005 I-R, PCI-L e PCI-R vs. tO,
(t)p<0,001 I-R, PCI-L e PCI-R vs. controle, (§)p<0,01 PCI-L e PCI-R vs. I-R.

4.3.4 Desidrogenase latica

A figura 25 ilustra os valores da concentra¢do de desidrogenase latica (DHL) arterial

(média £ EP) por grupo. Os valores individuais da DHL sdo apresentados em Anexos — Tabela 11.

Comparado ao grupo controle (1158,28+304,78 Ul/L), houve um aumento significativo
nos valores de DHL nos grupos I-R (9460+977,08 Ul/L, p<0,001), PCI-L (6512+894,60 UI/L,
p=0,002), PCI-R (4812,57+1213,84 UI/L, p=0,042). Os valores dos grupos PCI-L e PCI-R foram
semelhantes (p=0,560), mas somente no grupo PCI-R a reducdo dos valores de DHL comparado

ao I/R foi significativa (p=0,007)
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Figura 25: Concentragdo sérica de DHL arterial (Ul/L) nos grupos controle, isquemia e
reperfusdo (I-R), precondicionamento isquémico local (PCI-L), precondicionamento isquémico
remoto (PCI-R). Dados expressos como média + EP de 7 animais por grupo. (*)p<0,001 vs.

controle, (**)p= 0,05 vs. controle, (t)p=0,007 vs. I-R.
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4.3.5 Hematocrito

A figura 26 ilustra os valores do hematécrito (média + EP) por grupo. Os valores

individuais do hematadcrito sdao apresentados em Anexos — Tabela 12.
Ndo houve diferenga entre os grupos nos valores basais do hematdcrito (p=0,953).

No grupo controle o hematécrito no momento final do experimento foi semelhante ao
basal (49,42+1,84% para 49,28+0,94%, p=0,946). Nos demais grupos houve um aumento
significativo do hematdcrito no término do experimento (I-R: 49,42+1,04% para 56+2,17%,
p=0,008; PCI-L: 49,71+£1,06% para 53,28+1,06%, p=0,012; PCI-R: 48,71+0,96% para
52,28+1,04%, p=0,036).

Ao final do experimento, o hematdcrito no grupo I-R foi significativamente maior que no

grupo controle (p=0,012).
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Figura 26: Variacdo do hematdcrito (%) durante o experimento nos grupos controle,
isquemia e reperfusao (I-R), precondicionamento isquémico local (PCI-L), precondicionamento
isquémico remoto (PCI-R). Dados expressos como média + EP de 7 animais por grupo. (*)p<0,05

I-R, PCI-L e PCI-R vs. t0, (t)p=0,012 I-R vs. controle.
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4.3.6 Leucograma
Contagem total de leucdcitos

A figura 27 ilustra os valores da contagem total de leucdcitos (cel/mma) em sangue
periférico (média £ EP) por grupo. Os valores individuais da contagem total de leucdcitos sao

apresentados em Anexos — Tabela 13.
N3o houve diferenca entre os grupos nas contagens basais de leucdcitos (p=0,819).

Em todos os grupos o nimero de leucécitos no término do experimento foi superior ao
basal (Controle: 12685,71+963,54 cel/mm? para 16.664,28+1.315,96 cel/mm?, p<0,001; I-R:
12.392,85+1.177,48 cel/mm® para 33.478,57+4.296,67 cel/mm®, p=0,001; PCI-L:
13.435,71+786,77 ceI/mm3 para 29.278,57+2.597,75 cel/mm3, p=0,002; PCI-R: 12.250+£826,56
cel/mm? para 26.442,85+3.500,43 cel/mm?, p=0,004).

Comparado ao controle, a contagem de leucécitos no tempo final foi significativamente

maior no grupo I-R (p=0,005), PCI-L (p=0,041), mas ndo no grupo PCI-R (p=0,149).

40000 -
35000 ~
30000 -
— 25000 -
4]

20000 +

15000 -

=c=Controle

10000 -
-a=|-R

Contagem total de leucdcitos
{cel/mm

5000 - o PCI-L

-o-PCI-R

0 . . 1
to t180

Tempo (min)

Figura 27: Variacdao da contagem de leucdcitos durante o experimento nos grupos
controle, isquemia e reperfusdo (I-R), precondicionamento isquémico local (PCI-L),
precondicionamento isquémico remoto (PCI-R). Dados expressos como média + EP de 7 animais

por grupo. (*)p<0,005 vs. t0, (1)p<0,05 I-R, PCI-L vs. controle.
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Contagem de neutrofilos

A figura 28 ilustra os valores percentuais e sua traducdo em valores absolutos da
contagem de neutréfilos (média + EP) por grupo. Os valores individuais (percentuais e

absolutos) de neutroéfilos sdo apresentados em Anexos — Tabela 14.

Ndo houve diferenga entre os grupos no momento basal em valores percentuais

(p=0,207) ou absolutos (p=0,250).

Em todos os grupos houve um aumento significativo no ndmero de neutrdfilos no
término do experimento em valores percentuais (Controle: 26,14+2,28% para 68,5716,65%,
p=0,002; I-R: 20,42+1,42% para 71,57+4,43%, p<0,001; PCI-L: 26,28+3,15% para 75,4212,77%,
p<0,001; PCI-R: 22,42+1,75% para 68,1443,07%, p<0,001) e absolutos (Controle:
3.336,35+437,91 cel/mm? para 11.296,64+1.291,86 cel/mm?, p=0,001; I-R: 2.542,07+307,26
cel/mm?® para 24.236,64+3.913,74 cel/mm?®, p=0,001; PCI-L: 3.571,28+524,77 cel/mm? para
22.205,50+2.326,90  cel/mm’,  p<0,001; PCI-R:  2.737,92+292,07 cel/mm’® para
18.464,57+3073,58 cel/mm?, p=0,001).

Ao final do experimento, ndo houve diferenca nos valores percentuais entre os grupos
(p=0,647). Considerando-se os valores absolutos, houve um aumento de neutréfilos em relagdo

ao controle, significativo apenas nos grupos I-R (p=0,017).
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Figura 28: Variacdao da contagem de neutréfilos durante o experimento nos grupos
controle, isquemia e reperfusdo (I-R), precondicionamento isquémico local (PCI-L),

precondicionamento isquémico remoto (PCI-R). Dados expressos como média + EP de 7 animais
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por grupo. A: contagem percentual (%), B: contagem absoluta (cel/mm?3). (*)p<0,002 vs. t0,

(t)p=0,017 I-R vs. controle.

Contagem de mondcitos

A figura 29 ilustra os valores percentuais e sua tradugdo em valores absolutos da
contagem de mondcitos (média * EP) por grupo. Os valores individuais (percentuais e

absolutos) de monécitos sdo apresentados em Anexos — Tabela 15.

Ndo houve diferenga entre os grupos no momento basal em valores percentuais

(p=0,520) ou absolutos (p=0,873).

No grupo controle houve uma queda no numero de mondcitos no término do
experimento em valores percentuais (7+0,72% para 2,71+0,47%, p=0,003) e também absolutos
(892,71+124,61 cel/mm? para 464,50+92,70 cel/mm?, p=0,012). Nos demais grupos houve uma
reducdo significativa nos valores percentuais (I-R: 7,42+0,64% para 3,85+0,55%, p=0,003; PCI-L:
6+0,69% para 3,42+0,71%, p=0,009; PCI-R: 7+0,69% para 4,42+0,78%, p=0,032), mas os valores
absolutos permaneceram semelhantes (I-R: 914,21+109,25 cel/mm? para 1.246,07+£188,30
cel/mm?, p=0,130; PCI-L: 803,07+103,54 cel/mm? para 1.024,42+263,21 cel/mm?, p=0,380; PCI-
R: 841,42+71,67 cel/mm? para 1.086,50+194,49 cel/mm?, p=0,257).

Ao final do experimento nao houve diferenca nos valores percentuais entre os grupos
(p=0,311). Considerando-se os valores absolutos, a queda no grupo controle foi significativa

comparada ao grupo I-R (p=0,042).
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Figura 29: Variacdo da contagem de mondcitos durante o experimento nos grupos
controle, isquemia e reperfusdo (I-R), precondicionamento isquémico local (PCI-L),
precondicionamento isquémico remoto (PCI-R). Dados expressos como média * EP de 7 animais
por grupo. A: contagem percentual (%), B: contagem absoluta (cel/mm?). (*)p<0,05 vs. tO, (**)

p=0,012 controle vs. t0, (T)p=0,042 controle vs. I-R.

Contagem de linfocitos

A figura 30 ilustra os valores percentuais e sua tradugcdo em valores absolutos da
contagem de linfécitos (média + EP) por grupo. Os valores individuais absolutos e percentuais

de linfdcitos sdo apresentados em Anexos — Tabela 16.

N3o houve diferenca entre os grupos no momento basal em valores percentuais

(p=0,586) ou absolutos (p=0,908).

Em todos os grupos houve uma diminuicdo significativa no numero de linfécitos ao
término do experimento em valores percentuais (Controle: 66,57+2,24% para 28,28+6,28%,
p=0,002; I-R: 71,71+1,16% para 24,42+4,17%, p<0,001; PCI-L: 67,71+3,41% para 20,85%2,48%,
p<0,001; PCI-R: 69+2,91% para 27,42+2,36%, p<0,001). Em valores absolutos esta diminuicdo
foi significativa nos grupos controle e PCI-L (Controle: 8.424,21+654,10 cel/mm? para
4.824,42+1186,72 cel/mm3, p=0,023; I-R: 8.890,35+868,20 ceI/mm3 para 7.947,64+1.445,83
cel/mm?, p=643; PCI-L: 9.061,35+654,23 cel/mm? para 5.982,92+708,63 cel/mm?, p=0,006; PCI-
R: 8.477,92+732,55 cel/mm? para 6.891,78+646,58 ceI/mmS, p=0,148).
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Ao final do experimento nao houve diferenca entre os grupos nos valores percentuais

(p=0,647) e absolutos (p=0,216).
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Figura 30: Variacdo da contagem de linfocitos durante o experimento nos grupos
controle, isquemia e reperfusdo (I-R), precondicionamento isquémico local (PCI-L),
precondicionamento isquémico remoto (PCI-R). Dados expressos como média * EP de 7 animais

por grupo. A: contagem percentual (%), B: contagem absoluta (cel/mm?). (*)p<0,05 vs. t0, (**)

p<0,03 controle e PCI-L vs. t0.

Contagem de eosinofilos

A figura 31 ilustra os valores percentuais e sua traducdo em valores absolutos da
contagem eosindfilos (média + EP) por grupo. Os valores individuais absolutos e percentuais de

linfocitos sdo apresentados em Anexos — Tabela 17.

N3o houve diferenca entre os grupos no momento basal em valores percentuais

(p=0,259) ou absolutos (p=0,412).

Em todos os grupos houve alteragao significativa no numero de eosinéfilos no término
do experimento em valores percentuais (Controle: 0,28+0,18% para 0,42+0,20%, p=0,689; I-R:
0,42+0,20% para 0,14+0,14%, p=172; PCI-L: 0+0% para 0,28+0,18%, p=172; PCI-R: 0,14+0,14%
para 010, p=356), ou em valores absolutos (Controle: 32,42+21,99 ceI/mm3 para 78,71+37,72
cel/mm?®, p=0,412; I-R: 46,21+21,99 cel/mm? para 48,21+48,21 cel/mm?, p=0,963; PCI-L: 0+0
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cel/mm? para 65,71+42,74 cel/mm?, p=0,175; PCI-R: 23,42+23,42 cel/mm?® para 00 cel/mm?,
p=0,356)

Ao final do experimento ndo houve diferenga entre os grupos nos valores percentuais

(p=0,259) e absolutos (p=0,479).
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Figura 31: Variacdo da contagem de eosindfilos durante o experimento nos grupos
controle, isquemia e reperfusdo (I-R), precondicionamento isquémico local (PCI-L),
precondicionamento isquémico remoto (PCI-R). Dados expressos como média * EP de 7 animais

por grupo. A: contagem percentual (%), B: contagem absoluta (cel/mm?).
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4.4 Microscopia intra-vital

O estudo in-vivo da microcirculacdo foi realizado em preparacdo mesentérica avaliando-
se as interagles leucdcito-endotélio. A figura 31 mostra imagens representativas dos grupos

experimentais para os parametros descritos adiante nesta secao.

Figura 32: Fotomicrografia in-vivo da microcirculagdo mesentérica, nos grupos (A)

controle, (B) isquemia e reperfusao (I-R), (C) precondicionamento isquémico local (PCI-L), (D)
precondicionamento isquémico remoto (PCI-R), em aumento de 425x. No grupo I-R evidencia-

se um maior numero de leucdcitos sobre a superficie venular (B - setas).
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4.4.1 Diametros dos vasos

A figura 33 ilustra os diametros arteriolares e venulares do mesentério (média + EP), por

grupo. Os valores individuais destes didmetros sdo apresentados em Anexos — Tabela 18.

Ndo houve diferenca significativa entre os grupos nos diametros das vénulas avaliadas
(Controle: 17,52+0,59; I-R: 17,99+0,71; PCI-L: 19,47+0,59; PIC-R: 18,78+0,96, p=0,275) e das
arteriolas adjacentes (Controle: 11,84+0,81; I-R: 11,55+0,75; PCI-L: 12,7741,39; PCI-R:
13,31+1,19, p=0,633).
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Figura 33: Diametro venular (A) e arteriolar (B) nos grupos controle, isquemia e
reperfusdo (I-R), precondicionamento isquémico local (PCI-L), precondicionamento isquémico

remoto (PCI-R). Dados expressos como média + EP de 7 animais por grupo.
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4.4.2 Leucocitos em rolamento

A figura 34 ilustra niumero de leucdcitos em rolamento na superficie endotelial (média +

EP), por grupo. Os valores individuais sdo apresentados em Anexos — Tabela 18.

Comparado ao grupo controle (119,14+3,90) houve um aumento significativo no
numero de leucdécitos em rolamento nos grupos I-R (250,10+11,85, p<0,001), PCI-L
(208,63+5,83, p<0,001) e PCI-R (197,21+11,62, p=0,002). No grupo PCI-R foi observado uma
diminuicdo significativa no nimero de leucécitos em rolamento, comparada ou grupo I-R

(p=0,046).
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Figura 34: Numero de leucécitos em rolamento nos grupos controle, isquemia e
reperfusdo (I-R), precondicionamento isquémico local (PCI-L), precondicionamento isquémico
remoto (PCI-R). Dados expressos como média £ EP de 7 animais por grupo. (*)p<0,002 vs.

controle (1)p=0,046 vs. I-R.
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4.4.3 Velocidade de rolamento dos leucdcitos

A figura 35 ilustra a velocidade de rolamento leucocitdrio na superficie venular em um/s

(média + EP), por grupo. Os valores individuais sdo apresentados em Anexos — Tabela 18.

Comparado ao grupo controle (97,58+9,77 um/s), foi observado uma reducdo
significativa na velocidade de rolamento leucocitdrio nos grupos I|-R (47,14+6,45 pum/s,

p<0,008), PCI-L (57,82%3,59 um/s, p<0,033) e PCI-R (53,02+1,84 um/s, p<0,021).
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Figura 35: Velocidade de rolamento leucocitario nos grupos controle, isquemia e
reperfusdo (I-R), precondicionamento isquémico local (PCI-L), precondicionamento isquémico
remoto (PCI-R). Dados expressos como média + EP de 7 animais por grupo. (*)p<0,002 vs.

controle.
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4.4.4 Leucocitos aderidos

A figura 36 ilustra numero de leucdcitos aderidos a superficie endotelial em 100 um de
extensdo venular (média * EP), por grupo. Os valores individuais sdo apresentados em Anexos —

Tabela 18.

Comparado ao grupo controle (3,59+0,38), foi observado um aumento significativo no
numero de leucdcitos aderidos nos grupos I-R (19,20+0,55, p<0,001), PCI-L (15,63+0,60,
p<0,001) e PCI-R (15,26+0,85, p<0,001). Nos grupos PCI-L e PCI-R este aumento foi

significativamente inferior (p<0,002) ao grupo I-R.
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Figura 36: Numero de leucdcitos aderidos nos grupos controle, isquemia e reperfusao (I-
R), precondicionamento isquémico local (PCI-L), precondicionamento isquémico remoto (PCI-R).
Dados expressos como média + EP de 7 animais por grupo. (*)p<0,001 vs. controle ()p<0,002

vs. I-R.
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4.4.5 Leucdcitos migrados

A figura 37 ilustra niumero de leucdcitos migrados para o espaco perivascular em 5.000

umz (média + EP), por grupo. Os valores individuais sdao apresentados em Anexos — Tabela 18.

Comparado ao grupo controle (3,67+0,29), foi observado um aumento significativo no
numero de leucdcitos aderidos nos grupos I-R (19,95+0,78, p<0,001), PCI-L (14,92+0,38,
p<0,001) e PCI-R (14,5710,78, p<0,001). Nos grupos PCI-L e PCI-R este aumento foi

significativamente inferior (p<0,001) ao grupo I-R.
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Figura 37: Numero de leucdcitos migrados nos grupos controle, isquemia e reperfusao
(I-R), precondicionamento isquémico local (PCI-L), precondicionamento isquémico remoto (PCI-
R). Dados expressos como média = EP de 7 animais por grupo. (*)p<0,001 vs. controle

(+)p<0,001 vs. I-R.
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4.5 Imuno-histoquimica

4.5.1 P-selectina

A figura 38 ilustra a expressdo de P-selectina (média * EP) em intensidade da
fluorescéncia, por grupo. A figura 38 mostra imagens representativas dos grupos

experimentais. Os valores individuais sdao apresentados em Anexos — Tabela 19.

Comparado ao grupo controle (2,841+0,364), foi observado um aumento significativo na
expressao de P-selectina no grupo I-R (5,435+0,688, p<0,015). Nos grupos PCI-L (1,443+0,193) e
PCI-R (1,32740,099) houve uma diminuicdo destes valores de forma significativa quando
comparada ao grupo I-R (p<0,001) e também ao grupo controle (p=0,003 vs. PCI-L; e p=0,012
vs. PCI-R).
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Figura 38: Expressao de P-selectina por grupos controle, isquemia e reperfusdo (I-R),
precondicionamento isquémico local (PCI-L), precondicionamento isquémico remoto (PCI-R).
Dados expressos como média + EP de 7 animais por grupo. (*)p<0,001 vs. controle (1)p<0,001

vs. I-R
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Figura 39: Fotomicrografia do mesentério mostrando deteccdo de P-selectina por
imunofluorescéncia nos grupos (A) controle, (B) isquemia e reperfusdo (I-R), (C)
precondicionamento isquémico local (PCI-L) e (D) precondicionamento isquémico remoto (PCl-

R), em aumento de 1000x.

4.5.2 E-selectina

A figura 39 ilustra a expressdo de E-selectina (média + EP) em intensidade da
fluorescéncia, por grupo. A figura 40 mostra imagens representativas dos grupos

experimentais. Os valores individuais sdo apresentados em Anexos — Tabela 20.

Comparado ao grupo controle (2,617+0,388), foi observado um aumento significativo na
expressdo de E-selectina no grupo I-R (6,861,012, p<0,009). Os valores dos grupos PCI-L
(2,093+0,162) e PCI-R (1,901+0,163) foram semelhantes ao grupo controle, e significativamente
inferiores ao grupo I-R (p=0,004 vs. PCI-R; e p=0,003 vs. PCI-R).
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Figura 40: Expressdo de E-selectina nos grupos controle, isquemia e reperfusdo (I-R),
precondicionamento isquémico local (PCI-L), precondicionamento isquémico remoto (PCI-R). Dados

expressos como média * EP de 7 animais por grupo. (*)p<0,01 vs. controle (t)p<0,005 vs. I-R.

Figura 41: Fotomicrografia do mesentério mostrando deteccdo de E-selectina por
imunofluorescéncia nos grupos (A) controle, (B) isquemia e reperfusdo (I-R), (C)
precondicionamento isquémico local (PCI-L) e (D) precondicionamento isquémico remoto (PCI-R),

em aumento de 1000x.
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4.5.3 ICAM-1

A figura 42 ilustra a expressdao de ICAM-1 (média = EP) em intensidade da fluorescéncia,

por grupo. A figura 42 mostra imagens representativas dos grupos experimentais. Os valores

individuais sdo apresentados em Anexos — Tabela 21.

Comparado ao grupo controle (2,534+0,281), foi observado um aumento significativo na

expressao de ICAM-1 no grupo I-R (7,749+0,909, p<0,001). Os valores dos grupos PCI-L

(3,850+0,444) e PCI-R (2,087+0,356) foram semelhantes ao grupo controle, e significativamente

inferiores ao grupo I-R (p=0,004 vs. PCI-R; e p<0,001 vs. PCI-R). A expressao de ICAM-1 no grupo

PCI-R foi significativamente inferior ao grupo PCI-L. (p=0,022).
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Figura 42: Expressdo de ICAM-1 nos grupos controle, isquemia e reperfusdo (I-R),

precondicionamento isquémico local (PCI-L), precondicionamento isquémico remoto (PCI-R).

Dados expressos como média + EP de 7 animais por grupo. (*)p<0,01 vs. controle (t)p<0,005

vs. I-R (§)p=0,022 vs. PCI-L.
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Figura 43: Fotomicrografia do mesentério mostrando detec¢do de ICAM-1 por
imunofluorescéncia nos grupos (A) controle, (B) isquemia e reperfusdo (I-R), (C)
precondicionamento isquémico local (PCI-L) e (D) precondicionamento isquémico remoto (PCl-

R), em aumento de 1000x.
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4.6 Histopatologia intestinal

A avaliacdo morfométrica do intestino delgado foi realizada tendo como parametros a
espessura total da mucosa, a altura da vilosidade, a profundidade da cripta e a relagdo entre a

altura da vilosidade e a profundidade da cripta. A figura 43 mostra imagens representativas dos

grupos experimentais para os parametros descritos adiante nesta secao.

Figura 44: Fotomicrografia do intestino delgado nos grupos (A) controle, (B) isquemia e
reperfusdo (I-R), (C) precondicionamento isquémico local (PCI-L), (D) precondicionamento

isquémico remoto (PCI-R). Hematoxilina-eosina, em aumento de 100x.
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4.6.1 Espessura total da mucosa

A figura 45 ilustra a espessura total da mucosa em pum (média + EP), por grupo. Os

valores individuais desta variavel sdo apresentados em Anexos — Tabela 22.

Comparado ao grupo controle (528,01 + 24,17 um), houve uma diminuigdo significativa
na espessura da mucosa no grupo I-R (244,52 + 14,54 um, p<0,001), mas ndo nos grupos PCI-L
(475,56 + 27,95 um, p=0,342) e PCI-R (455,16 + 17,60 um, p=0,110). Nao houve diferenca entre
os grupos PCI-L e PCI-R (p=0,910), mantendo-se estes valores significativamente maiores que o

grupo I-R (ambos, p<0,001).
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Figura 45: Espessura total da mucosa (1m) nos grupos controle, isquemia e reperfusao
(I-R), precondicionamento isquémico local (PCI-L), precondicionamento isquémico remoto (PCl-
R). Dados expressos como média + EP de 7 animais por grupo. (*)p<0,001 vs. controle,

(t)p<0,001 vs. I-R.



Resultados - 62

4.6.2 Altura da vilosidade

A figura 46 ilustra a altura das vilosidades intestinais em um (média + EP), por grupo. Os

valores individuais desta variavel sdo apresentados em Anexos — Tabela 22.

Comparado ao grupo controle (346,60 + 18,83 um), houve uma diminuigdo significativa
na altura da vilosidade nos grupos I-R (106,13 + 6,94 um, p<0,001) e também nos grupos PCI-L
(275,17 + 18,93 um, p=0,013) e PCI-R (266,68 + 12,26 um, p=0,005). Nao houve diferenca entre
os grupos PCI-L e PCI-R (p=0,978), mantendo-se estes valores significativamente maiores que o

grupo I-R (ambos, p<0,001).
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Figura 46: Altura da vilosidade (um) nos grupos controle, isquemia e reperfusao (I-R),
precondicionamento isquémico local (PCI-L), precondicionamento isquémico remoto (PCI-R).
Dados expressos como média = EP de 7 animais por grupo. (*)p<0,001 vs. controle, (**)p<0,02

vs. controle (1)p<0,001 vs. I-R.
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4.6.3 Profundidade da cripta

A figura 47 ilustra a profundidade das criptas intestinais em um (média + EP), por grupo.

Os valores individuais desta varidvel sao apresentados em Anexos — Tabela 22.

Comparado ao grupo controle (184,60 + 10,40 um), houve uma diminuigdo significativa
na profundidade da cripta no grupo I-R (111,40 + 6,22 um, p<0,001), mas ndo nos grupos PCI-L
(172,09 £ 7,61 um, p=0,712) e PCI-R (183,26 + 8,33 um, p=0,999). Nao houve diferenga entre os
grupos PCI-L e PCI-R (p=0,776), mantendo-se estes valores significativamente maiores que o

grupo I-R (ambos, p<0,001).
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Figura 47: Profundidade da cripta (um) nos grupos controle, isquemia e reperfusao (I-R),
precondicionamento isquémico local (PCI-L), precondicionamento isquémico remoto (PCI-R).
Dados expressos como média + EP de 7 animais por grupo. (*)p<0,001 vs. controle, (t)p<0,001

vs. I-R.
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4.6.4 Relagdo altura da vilosidade / profundidade da cripta

A figura 48 ilustra a relacdo entre a altura das vilosidades e a profundidade das criptas
intestinais (média + EP), por grupo. Os valores individuais desta varidavel sdo apresentados em

Anexos — Tabela 22.

Comparado ao grupo controle (1,88 + 0,61), houve uma diminui¢do significativa na
relacdo altura da vilosidade / profundidade da cripta no grupo I-R (0,95 + 0,50, p<0,001), e
também nos grupos PCI-L (1,60 + 0,94, p=0,013) e PCI-R (1,46 + 0,56, p=0,001). Ndo houve
diferenga entre os grupos PCI-L e PCI-R (p=0,460), mantendo-se estes valores significativamente

maiores que o grupo I-R (ambos, p<0,001).
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Figura 48: Relacdo altura da vilosidade / profundidade da cripta nos grupos controle,
isquemia e reperfusao (I-R), precondicionamento isquémico local (PCI-L), precondicionamento
isquémico remoto (PCI-R). Dados expressos como média + EP de 7 animais por grupo.

(*)p<0,001 vs. controle, (**)p<0,05 vs. controle (1)p<0,001 vs. I-R.
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4.7 Mortalidade do experimento

Houve 5 Obitos (9%) durante a realizacdo do experimento. Estes animais foram
substituidos e os procedimentos repetidos para que se mantivesse o numero total de 14
animais por grupo.

Dois 6bitos ocorreram durante a preparacdo experimental por lesdo de veia cava
inferior durante a disseccdo e reparo da aorta infrarrenal, um no grupo I-R e outro no grupo
PCI-R.

Trés animais morreram durante a observacdo microscdpica intravital. O primeiro,
pertencente ao grupo controle, foi a dbito por arrancamento do cateter intra-arterial devido a
movimenta¢dao brusca do animal apés superficializacdo do plano anestésico, levando a perda
sanguinea ndo controlada. Outros dois animais, um do grupo controle e outro do grupo PCI-L,
foram a Obito apds dose adicional exagerada de anestésico, causando depressdo

cardiorrespiratoria.



5. DISCUSSAQ




Discussdo - 67

5. DISCUSSAO

Os principais achados deste estudo nos permitem sugerir que o PCl local ou remoto
é capaz de modular as interacdoes leucdcito-endotélio que se desenvolvem na
microcirculagdo mesentérica devido a lesdo I/R causada pelo pingamento adrtico

supraceliaco.

A guestdo clinica central desta investigacdo estd relacionada a elevada morbidade e
mortalidade associada ao reparo de doencas complexas da aorta toracoabdominal que

41-44

necessitam a oclusdao temporaria de fluxo aos ramos viscerais. O pingcamento e

despincamento da aorta supraceliaca leva a alteragdes fisiopatolégicas nos tecidos

submetidos a I/R,**?

mas que sdo amplificadas a outros érgados e sistemas num processo de
disfuncao endotelial e inflamacdo sistémica, que pode resultar na faléncia de multiplos

érgdos e 6bito.”®

A oclusdo da aorta supraceliaca causa variagdes intensas e abruptas sob o ponto de
vista hemodinamico. As alteracbes mais nitidas e invariavelmente presentes sdo um
aumento da resisténcia vascular periférica e aumento da pressdo arterial média. J4 a
liberacdo da aorta é acompanhada de diminui¢cdo importante destes mesmos parametros a
valores tipicamente inferiores ao momento anterior a oclusao. O fen6meno conhecido como
hiperemia reativa é uma das principais respostas ao reestabelecimento do fluxo sangliineo
aos territérios isquémicos. Ele corresponde a um aumento de fluxo nos tecidos submetidos
previamente a isquemia devido a uma diminuicdo do tonus vasomotor, causado pela hipdxia
tecidual, pelo acimulo catabdlico de vasodilatadores e também por uma resposta miogénica

112

direta.””” Estas alteragdes causam uma importante redistribuicdo do volume intravascular,

, . . ~ . ;e 113
gue é uma das causas fundamentais da hipotensado do despingamento adrtico.

Em nosso estudo observamos que o pingamento adrtico supraceliaco resultou em
um aumento significativo da PAM em todos os grupos e tempos cirdrgicos previstos no

protocolo experimental. O despingamento causou uma queda significativa da PAM a valores
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inferiores aos basais e aos momentos prévios ao pingamento. Quando foi realizado por
curtos periodos como manobra de PCI local, o restabelecimento da PAM ocorreu de forma
espontanea e imediata. J& o despincamento supraceliaco apds a isquemia prolongada
produziu uma hipotensdo sustentada, que foi manejada com expansao volémica. Evidéncias
clinicas demonstram que a reposicdo volémica prévia a reperfusdo, mantendo pressées de
enchimento cardiaco mais elevadas, previne a hipotensdo do despincamento em pacientes

submetidos a correcao cirurgica do AAAM

Diferentemente, o pincamento adrtico infrarrenal utilizado como manobra de PCI
remoto ndo causou variacoes significativas da PAM. Embora a PAM ndo se encontrasse
elevada, o dispingamento neste nivel causou uma discreta mas significativa queda
pressorica. Estes dados estdo de acordo com observagdes clinicas que mostram varia¢des
hemodinamicas significativas com oclusdo aodrtica supraceliaca, mas ndo com a oclusdo

infrarrenal.!*

Neste estudo procuramos desenvolver um modelo que simulasse um procedimento
de reconstru¢do da aorta toracoabdominal com pingamento da aorta supraceliaca. O
modelo aqui empregado foi derivado de alguns testes pilotos antes do estabelecimento do
protocolo final deste estudo. Observamos que, com um tempo de pincamento da aorta
supraceliaco por mais de 25 minutos, havia uma piora hemodinamica progressiva e 6bito a
partir de 40 a 60 minutos de reperfusdo. Chegamos entdo ao entendimento que 20 minutos
de isquemia produziria uma lesdao importante, mas ainda mantendo os animais de
experimentacdo em condicdes de suportar a lesdo da reperfusdo nas duas horas

subseqlientes.

Poucas investigacGes experimentais sobre a lesdo de I/R causada pelo pingamento
da aorta supraceliaca sdo encontradas na literatura. Avaliando o papel do TNF-o, e IL-1 no
infiltrado neutrofilico pulmonar causado pelo pingamento da aorta supraceliaca, alguns

197 Este

autores utilizaram 30 minutos de isquemia seguido de duas horas de reperfusao.
mesmo grupo posteriormente estudou o papel antiinflamatdirio da IL-10 neste mesmo
modelo, mas reduzindo o tempo de isquemia para 20 minutos,'® a semelhanca de nosso
experimento. Diferentemente, outro estudo descreveu, sem testar intervencdes

terapéuticas, a lesdo pulmonar causada pelo pingamento da aorta supraceliaca por 40
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minutos. No entanto, este protocolo experimental previu apenas uma hora de reperfusao,

. . 116
com a coleta de amostras ao final deste curto periodo.

Os estudos sobre os efeitos do PCl sdo usualmente focados em érgdos isolados. A
maior parte concentra-se sobre o coracao, com oclusdes de artérias corondrias para estudo
do tecido miocardico. Estudos em territorio esplancnico também tém sido conduzidos desta

* e da artéria

maneira, com oclusdo da artéria hepdtica para avaliacdo hepé\tica,10
mesentérica superior (AMS) para avaliacdo intestinal.'*” Mas mesmo desta forma, em 6rgaos
isolados, existe uma grande variabilidade de protocolos empregados para avaliar o PCl. Uma
das diferencas mais significativas destes modelos é a diversidade quanto a duracdo e ao

numero de ciclos de I/R utilizados como PCI.

No miocardio, estas variacdes vao desde um ciclo de 1,25 a 15 minutos de

118, 119

. . , . . . . . ~ 12
isquemia, até cinco ciclos de 5 minutos de isquemia e de reperfusdo.’® Segundo

alguns autores, os protocolos atualmente mais aceitos para o miocardio variam de um a dois

ciclos de 5 minutos de isquemia, intercalados por 5 a 10 minutos de reperfuséo.121

Para avaliar os efeitos do PCI no figado, existe uma tendéncia em utilizar um ciclo

104, 122

de 10 minutos de isquemia e 10 minutos de reperfusdo, embora ndo sejam

infreqlientes outros modelos, como 5 minutos de isquemia e 10 de reperfusdo em um?® ou
dois ciclos.™®* Para o intestino delgado, um dos 6rgdos mais sensiveis a lesdo de I/R, existe
maior variabilidade de protocolos de IPC, como aplicar de 1 a 4 ciclos de isquemia com

duragdo entre 1 a 20 minutos e reperfusdo entre 5 a 10 minutos.™” '?°

Quanto ao PCl remoto também nao ha definicdes sobre os tempos de isquemia e
reperfusao mais adequados. Novamente, a grande parte das publicacdes estuda a protecdo
miocardica conferida pelo precondicionamento em drgdos distantes como intestino, rim e

musculo esquelético. Nestes modelos, o estimulo precondicionante varia de um a seis ciclos

126, 127

de I/R com duragdo de 4 a 15 minutos de isquemia e 4 a 10 minutos de reperfusao. Um

estudo avaliou o PCl remoto para protecdo cardiaca com oclusdo tempordria da aorta

infrarrenal por 5, 10 ou 15 minutos, sendo obtidos melhores resultados com o ciclo mais

128

prolongado.”™ No entanto, estes achados ndao trouxeram consenso a literatura, com a

utilizacdo rotineira de modelos com mais de um ciclo de isquemia e reperfusao por periodos

. 129-131
de tempos menores, como 5 a 10 minutos.
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Para o modelo empregado neste estudo, procuramos respeitar os protocolos mais
frequentemente utilizados na literatura e a suscetibilidade de cada tecido a lesdo de I/R.
Desta forma, para o PCl local que envolveu a oclusdao de fluxo para o figado e intestino
utilizamos dois ciclos com 5 minutos de isquemia e 5 minutos de reperfusao. Ja para o PCl
remoto que levou a oclusdo de fluxo basicamente para a musculatura estriada utilizamos

dois ciclos de 10 minutos de isquemia e 10 minutos de reperfusao.

Assim, considerando a grande variabilidade de protocolos empregados na
investigacdo da lesdo de I/R e do PCl em diversos territérios isolados, e a necessidade da
criacdo de um modelo para investigacdo do PCl no pingamento adrtico supraceliaco,
procuramos determinar em nosso experimento as alteragdes comumente encontradas em

exames laboratoriais e as modificacdes histopatoldgicas no intestino delgado.

As alteracOGes de gasometria arterial foram bastante descritas no pincamento
adrtico. Os achados mais proeminentes sdo uma acidose metabdlica e aumento nas

113,132,133 Em hosso experimento, todos os animais submetidos ao

concentracgdes de lactato.
pincamento adrtico supraceliaco apresentaram queda no pH com consumo excessivo de
bases, ndo compensado apesar dos esforcos ventilatorios representados por uma queda na
pCO, e aumento da p0O,, o que estd de acordo com outras investigacdes sobre as variagoes

. A . s . s L. , 1 1
hemodinamicas e metabdlicas no pingamento adrtico supraceliaco. 34,135

Quanto a avaliagdo hematoldgica, o nimero total leucécitos circulantes em sangue
periférico mais que dobrou nos grupos submetidos ao pincamento adrtico. A contagem
diferencial mostrou que a leucocitose ocorreu devido a um aumento de neutrdéfilos, de
forma mais nitida no grupo ndo precondicionado. Observa¢cGes em humanos submetidos ao
pincamento de aorta mostram variaces semelhantes do leucograma nesta condicdo.™® Ja
as alteracGes do hematdcrito nos possibilitam fazer algumas inferéncias sobre as alteracoes
de permeabilidade vascular apds o periodo de I/R, que sdo responsaveis por causar um
extravasamento de liquido do compartimento intravascular para o espaco intersticial.®
Apesar da reposicdo volémica para estabilizacdo da PAM, apenas os animais no grupo
controle mantiveram hematdcrito inalterado. Nos demais grupos onde foi realizado o

pincamento adrtico houve uma hemoconcentragao, novamente, de forma mais relevante no

grupo ndo precondicionado.
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Entre os diversos érgdos submetidos a I/R multivisceral, o intestino é reconhecido
como um dos tecidos mais sensiveis a esta agressé‘wo.137 Algumas consideragcdes anatomicas e
fisiopatoldgicas ajudam a entender esta suscetibilidade da mucosa intestinal, em especial da
vilosidade. O suprimento sanguineo para a vilosidade intestinal é feito por uma arteriola
central que dista menos de 20um da rede de capilares e vénulas que drenam esta regido.
Esta proximidade facilita a difusdo de diversas moléculas, dentre elas o oxigénio,
colaborando com um mecanismo de contracorrente na base da vilosidade mesmo em
condicbes fisiolégicas. Em situacdes de hipoperfusdo esplancnica, como é o caso do
pincamento adrtico supraceliaco, o fluxo sanguineo lentificado permite um maior tempo
para o equilibrio de difusdo, levando a um curto circuito que reduz ainda mais a pressao

parcial de oxigénio na extremidade distal da vilosidade.**®

Alteragdes morfoldgicas graves na mucosa intestinal tém sido demostradas apds a

lesdo de I/R, bem como a capacidade do PCl em reduzir esta agressio em modelos de
~ 106, 139, 140 . .~ . . ~

oclusdo da AMS. Embora existam avaliacGes qualitativas com escalas de lesdao
intestinal empregando sistemas de pontuagdo como a de Chiu*** ou a de Park™* utilizamos a
avaliacdo quantitativa das imagens processadas em um sistema digital de medidas, com

n .. - . ~ . . 143
parametros objetivos utilizados na literatura para lesdo intestinal.

A andlise morfométrica da mucosa intestinal mostrou que no grupo submetido
somente ao pincamento adrtico prolongado a espessura total da mucosa foi reduzida a
menos que a metade do grupo controle. Embora a profundidade da cripta também tenha
sido diminuida neste grupo, o principal responsavel pela queda da espessura da mucosa foi a
perda da altura da vilosidade, mais de trés vezes inferior ao grupo controle, o que se reflete

na reducao pela metade da relagdao entre a altura da vilosidade e profundidade da cripta.

J4 nos grupos com PCl local ou remoto a espessura total da mucosa e a
profundidade da cripta se mantiveram semelhantes ao grupo controle. Apenas a altura da
vilosidade foi reduzida, mas ainda assim mantendo-se mais que o dobro do grupo ndo
precondicionado. Portanto, neste modelo de oclusdo adrtica supraceliaca, a lesdo de I/R na
mucosa intestinal foi atenuada pelo PCl local ou remoto, fazendo-se notar apenas na
vilosidade intestinal, segmento da mucosa mais sensivel a situacdes de baixo fluxo

sanguineo.
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a .. 1 . 1 1
Alguns parametros laboratoriais como lactato % & mais comumente DHL*** '*° se

correlacionam com a analise histoldgica, e sdo utilizados como marcadores da lesdo
intestinal. Em nosso estudo, os niveis de lactato arterial obtidos ao final do experimento
encontravam-se elevados nos grupos submetidos a lesdo de I/R, e o PCl local ou remoto
diminuiu estas concentracoes. Tendéncia semelhante foi identificada nos niveis de DHL, mas

somente no grupo com o PCl remoto a reducdo de DHL foi significativa.

Um importante estudo sobre os efeitos do PCl local na lesdo de I/R intestinal
avaliou a perfusdo microvascular com fluxdmetro laser doppler. Foi demonstrado que no
grupo ndo precondicionado a perfusao tecidual mantinha-se diminuida mesmo no periodo
de reperfusdo. J& no grupo submetido ao PCl, a perfusdo tecidual retornou a valores
proximos ao grupo controle. Segundo estes autores, a modulacdo do fluxo na
microcirculacdo foi uma das conseqiiéncias imediatas do PCl, preservando o fluxo ao nivel de
capilares e vénulas pods-capilares, locais primariamente implicados na faléncia

146

microcirculatoria induzida pela I/R.” Mensurac¢des de fluxo na AMS confirmam estes de que

~ ~ , . . .. . 147
a reperfusdo ndo restabelece a fluxo sanguineo aos valores basais anteriores a isquemia.

A disfuncdo microvascular resulta de uma série de eventos que envolvem a
interacdo de células sanguineas com as células endoteliais. Diversas alteracdes celulares que
ocorrem na lesdo de I/R como a deplecdo de reservas de energia, a alteracdo do equilibrio
idnico, a reducdo ou o aumento da producdo de substancias bioativas sdo responsaveis pelo
recrutamento de leucdcitos que irdo conduzir a lesdo microvascular e também

parenquimatosa.148’ 149

O papel dos leucdcitos como mediadores da disfungdo microvascular causada pela
lesdo de I/R ficou evidente a partir de estudos que demonstraram o acimulo de neutroéfilos
em tecidos reperfundidos e a reducdo da lesdo tecidual em animais neutropénicos tratados

com antisoro contra neutréfilos. %12

Experimentos com a utilizacdo de anticorpos monoclonais contra moléculas de
adesdo consolidaram o reconhecimento das interacdes leucdcito-endotélio como o processo
chave na lesdo de I/R. Mais ainda, o uso seletivo de anticorpos contra diferentes ligantes
presentes da superficie de leucdcitos, em observagdes in-vivo da microcirculagdo

mesentérica, evidenciou que o processo de recrutamento leucocitario possui suas diferentes
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etapas mediadas por moléculas distintas. Estudos pioneiros mostrando, por exemplo, que o
bloquieo da L-seletina inibe o rolamento leucocitario, enquanto o bloqueio de moléculas da
familia das B2-integrinas (CD11/CD18) ndo evita este comportamento, mas impede a firme
~ s 153 . . ey 7.
adesdo ao endotélio venular,™ ajudaram a construir o modelo de recrutamento leucocitario

amplamente aceito na atualidade.™*

Embora esta alteracdo no comportamento dos neutréfilos simbolize o processo
inflamatério da lesdo de I/R, ela s6 ocorre por modificacdes também nas células endoteliais,
em especial das vénulas pds-capilares, com alteracdes fenotipicas importantes que incluem
uma superficie vascular pré-adesiva para o recrutamento de leucdcitos circulantes. Mesmo
reconhecendo que a menor forca de arraste do fluxo sanguineo neste local da
microcirculacdo predisponha as interacdes leucécito-endotélio,”> este componente
hemodinamico isoladamente ndao determina a ocorréncia deste fenbmeno, uma vez que
manipulagdes na perfusdo da microcirculagio mesentérica, com grandes variagbes da
velocidade de fluxo sanguineo em arteriolas e vénulas, ndo é capaz de promover o
rolamento e adesdo de leucdcitos ao longo da superficie endotelial das arteriolas.”® Mas a
forca de arraste do fluxo sanguineo reduzida nos tecidos pds-isquémicos inflamados possui
um papel permissivo importante em permitir maior adesdo de neutrdfilos a superficie

venular.”

O aumento da expressdo endotelial de antigenos de superficie, ou o aumento da

avidez por seus ligantes, sdo os principais elementos responsaveis pela mediacdo das

158, 159

diferentes etapas do recrutameto leucocitario. Dentro deste paradigma, as P- e E-

selectinas estdo envolvidas na primeira etapa de rolamento leucocitdrio, evidenciada em

160, 161

estudos in-vitro com a cultura de células endoteliais bem como estudos in-vivo com a

162, 163 . ~ o) . ~ .
l. A firme adesdo dos leucdcitos e a emigracdo para os tecidos

microscopia intravita
adjacentes ocorre devido a expressio de moléculas de adesdo da familia das
imunoglobulinas, com destaque para o papel da ICAM-1, novamente em estudos in-vitro*®* e

in-vivo %% 16°

Em nosso experimento, identificamos que o comportamento leucocitario in-vivo foi
bastante afetado pela isquemia prolongada do pingamento adrtico supraceliaco. Comparado

ao grupo controle o nimero de leucdcitos em rolamento duplicou e a velocidade deste
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rolamento sobre a superficie endotelial caiu pela metade. Outras alteracdes relevantes
foram o aumento no nimero de leucdcitos aderidos e migrados, ambos com valores mais de
cinco vezes acima dos registrados no grupo controle. Estudos prévios sobre a
microcirculacdo mesentérica mostraram que estas modificagdes no comportamento
leucocitdrio sdo observadas com a oclusdao temporaria da AMS, levando a um aumento do
rolamento leucocitario com velocidades diminuidas e aumento da adesdo e migracao

leucocitaria.®® ¢’ 166

Nos animais do grupo I-R observamos que a expressdao de P- e E-selectina foi em
torno de duas vezes maior que o controle. Estudos, novamente com a lesdo de I/R causada
pela oclusdo temporaria da AMS, também mostraram a elevacdo de P-selectina™®’ e E-

selectina.®

Embora essas moléculas aparentemente tenham fung¢des sobreponiveis no
rolamento leucocitario, alguns estudos sugerem atuagdOes distintas. InvestigacGes iniciais
mostraram que a P-selectina teria a funcdo predominante no rolamento leucocitario,” com
atividade precoce apds o estimulo inflamatério, *®? enquanto que a E-selectina teria a¢ao no
rolamento leucocitdrio apds uma hora ou mais do estimulo inflamatério.'®® Outros estudos
indicaram que a E-selectina estaria implicada na diminuicdo da velocidade de rolamento dos

leucdcitos,’® sendo este precesso de lentificacdo necessario para a firme adesdo

. 1
subseqliente. 70

Ainda neste grupo sem o PCl, a expressdao de ICAM-1 foi trés vezes maior que o
grupo controle. Este achado, associado ao grande aumento no numero de leucdcitos
aderidos e migrados neste grupo, reforca as conclusdes de um estudo classico que realizou o
bloqueio de diferentes moléculas de adesdo demostrando que a disfungdo microvascular,
com extravasamento de albumina para o intersticio, esta fortemente associada a adesdo e a
migracdo leucocitdrias mediadas pela interagdo do complexo CD11b/CD18 dos neutrofilos

com o ICAM-1 das vénulas pc')s—capilares.66

Desta forma, identificamos em nosso experimento que o pingamento da aorta
supraceliaca induziu alteracdes na expressdo de moléculas de adesdo no endotélio que
atuam em diferentes etapas do recrutamento leucocitario, produzindo modificacdes

intensas no comportamento leucocitdrio observado in-vivo na microcirculagdo mesentérica.

J4 o PCl aplicado localmente ou a distancia modulou estas interacdos leucdcito-



Discussado - 75

endotélio. Embora aparentemente o nimero de leucdcitos em rolamento tenha diminuido
com o PCl, esta tendéncia atingiu significado estatistico apenas nos animais com PCl remoto.
As diferencas mais marcantes na comparagao entre os dois grupos de PCl com o grupo |-R
foram observadas quanto ao numero de leucécitos aderidos e migrados, com reducdes
significativas em ambas as formas de PCIl. Estudos com preparacdo de musculatura estriada
evidenciaram que o PCl local é capaz de diminuir o nimero de leucdcitos aderidos ou
migrados.171 Estas observacdes de menor aderéncia e migracao com o PIC local foram depois
confirmados em preparagao mesentérica, mas semelhante aos nossos achados, o nimero de

, . ~ . 166
leucdcitos em rolamento ndo foi menor com o PCI.

Outros estudos com microscopia
intravital em diferentes leitos vasculares tém mostrado que o PCl local reduz todas as etapas
do recrutamento leucocitario na lesdo de I/R, como é o caso dos sinusodides hepéticos123 e
vénulas musculares.’? Ja informacdes sobre a modulacdo das interacdes leucécito-endotélio

com o PCl remoto ndo sdo encontradas na literatura.

Quanto a expressao de moléculas de adesao no endotélio, o PCl local e remoto
causou uma diminui¢dao de E-selectina para valores equivalentes ao grupo controle, e de P-
selectina para valores até inferiores a este grupo. Muito poucas publicacbes descrevem o
efeito do PCl na expressdo destas moléculas de adesdo no mesentério. Em um estudo com
quantificacbes feitas em alcas de jejuno, o PCl local impediu a elevagao de P-selectina

173 A .
Mesmo com o concordancia

ocorrida no grupo com o pincamento prolongado da AMS.
deste estudo aos nossos achados, deve-se ressaltar os possiveis efeitos da prdpria
preparacao cirdrgica com manipulacdo da aorta supraceliaca, a semelhanca dos efeitos da
exposicdo do mesentério para observacdo microscopica intravital. Estas manobras
reconhecidamente podem produzir alguma inflamacdo evidenciada por um rolamento

leucocitério basal,*’™*

e poderiam ser também responsaveis por uma expressao basal
aumentada destas moléculas de adesao no grupo controle, o que facilitaria a equidade aos

valores dos grupos com o PCl.

Seguindo a tendéncia das alteracdes nas selectinas, a expressdao de ICAM-1 no
mesentério também foi reduzida pelo o PIC local ou remoto. J& o achado de menor
expressao de ICAM-1 no grupo com o PCl remoto comparado ao PCl local possui dificil
avaliagdo, uma vez que o numero de leucécitos aderidos e migrados foi semelhante nestes

grupos. Também aqui, muito poucas investigacdes avaliaram o efeito do PCl sobre a



Discussado - 76

expressao de ICAM-1. Em estudo com cultura de células endoteliais da aorta com lesao
induzida por andxia e reoxigenacdo, o precondicionamento reduziu a expressdo de ICAM-
1, embora seja dificil a comparagio dos dados desta publicacdo com nosso estudo devido

aos mecanismos distintos de lesdo.

Assim, o PCl local e remoto como intervencdes propostas para reduzir a disfuncdo
microcirculatdria foi capaz de normalizar a expressao de moléculas de adesdao no endotélio e
reduzindo a aderéncia dos leucécitos as vénulas pds-capilares e a migracao dos leucdcitos

para os tecidos perivasculares.

Em revisdao da literatura ndo encontramos paralelo aos achados principais de nosso
experimento, que descreve as alteragdes microcirculatérias induzidas pela lesdo de I/R
causada pelo pincamento da aorta supraceliaca e a reducdo destes danos com o PCl, em

. . . N s e . ~ ;. 17
especial quando aplicado de forma remota devido as possiveis implicacdes clinicas.’®

Com a demonstracdao em diferentes modelos animais que o PCl é capaz de tornar os
mais diversos tecidos resistentes a lesdo de I/R, investigacdes em humanos tém sido
publicadas com maior frequéncia estudando os efeitos desta interven¢dao tanto em

individuos sadios como em doentes submetidos a tratamentos ja estabelecidos.

Em um estudo com voluntadrios sauddveis foi avaliada a disfun¢cdo endotelial
produzida por um periodo de I/R com a insuflacdo de manguito de pressdo no membro
superior ndao dominante. A resposta a 20 minutos de isquemia seguida de 60 minutos de
reperfusdao foi uma diminuicdo da vasodilatacdo dependente do endotélio e a ativacdo de
neutrofilos com maior expressdo do complexo CD11b/CD18. O PCl realizado localmente com
trés ciclos de 5 minutos de I/R, 30 minutos antes da isquemia prolongada, impediu a esta
disfuncdo endotelial e ativagio leucocitaria.'’”” Em modelo semelhante, estes autores
testaram o efeito do PCl realizado a distancia no braco contralateral, mostrando que esta

manobra também confere protecao a disfungao endotelial induzida pela I/R.17®

Dentre as visceras abdominais que sdo submetidas a lesdo de I/R pelo pincamento
adrtico supraceliaco, o figado é um dos érgdos mais investigados. O estudo do PCl hepatico
tem despertado grande interesse, com pesquisas em humanos focadas na protecdo contra a

lesdo de I/R causada pela exclusdo vascular em ressec¢des hepaticas ou pelo transplante. Em
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hepatectomias maiores com PCl, estudos randomizados mostraram haver menor pico de

179, 180 7 .
e também menor apoptose no figado

transaminases no pads-operatério imediato,
remanescente.’®! No entanto, outras publicacdes ndo observaram esta protecao hepéatica,182
além de haver questionamentos por ainda ndo se conseguir demonstrar uma reducao de

desfechos clinicos de morbidade ou mortalidade com esta intervencdo.

No transplante hepatico os resultados de estudos randomizados com PCl possuem
controvérsias semelhantes. Estudos iniciais ndo mostraram diferengas com ciclos de 5
minutos de PCl local antes da retirada do érgdo."®® Aplicando o PCl local com 10 minutos de
isquemia, outros autores observaram no poés-operatorio imediato menores concentracoes
de transaminases,™®* e menor grau de apoptose,'®> sem diferencas na funcio do enxerto ou
morbidade do procedimento. Também aqui existe relato contrario a estes resultados, com

.. . ~ ;. 1
um estudo mostrando aumento dos niveis de transaminases, mas sem repercugio clinica.'®

Em outros orgdos como o rim, onde foi demonstrado beneficios com o PCl em
modelos animais,*®’ n3o existem investigacdes relevantes em humanos, embora o rim seja
um dos érgdos mais frequentemente transplantado e com taxas de disfungdao primaria
relativamente altas.'®® Situacdo semelhante se identifica com o PCI no intestino. Diversos

137 E mesmo

estudos mostraram a reducdo da lesdo intestinal com o PCl em animais.
havendo situages clinicas como a transposicdo de alcas de jejuno e o transplante de
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intestino onde a lesdo de I/R estd presente, " ndo se identificam investigacdes em humanos.

O tecido cardiaco ndo sofre a lesdo direta da I/R do pingamento adrtico
supraceliaco, mas a descri¢cdao dos efeitos do PCl no miocardio é valida, pois é neste territdrio
que novamente se encontra a grande massa de conhecimento sobre o tema. De forma
geral, os estudos em humanos sobre o PCl possuem algumas limitacdes por serem baseados
guase sempre em desfechos substitutivos. Desta forma, as varidveis avaliadas no miocardio
costumam ser a ocorréncia de angina, alteragdes isquémicas no ECG ou arritmias,™®® °* ao
invés do padrdo experimental que é a analise histopatoldgica da area de infarto. Duas

intervenc¢des foram as mais empregadas para o estudo do PCl: a angioplastia coronariana

transluminal percutanea (ACTP) e a cirurgia de revascularizacdo miocardica (CRM).

A primeira oportunidade de avaliar o efeito do PCl local foi durante a ACTP.

ObservacOes iniciais mostraram que pacientes submetidos a ACTP tiveram menores
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altera¢des hemodinamicas e eletrocardiograficas durante a segunda insuflacao do baldo de

190
Outros

angioplastia, além de menos angina e menor produ¢do miocardica de lactato.
autores confirmaram estes achados clinicos, com a importante constatacdo que o pré-
tratamento com glibenclamida, um hipoglicemiante oral que bloqueia seletivamente canais

de K dependentes de ATP, aboliu o efeito do PCI.**?

Também foi observado que, além de
menores alteracéees do segmento ST e dor toracica, o PCl diminuiu arritmias ventriculares,
com a demonstracdo que este efeito ndo foi causado por aumento de fluxo sanguineo por

.1
recrutamento de colaterais. 3

Outro cenario clinico importante para PCl é a CRM. A primeira publicacdo do efeito
no miocardio do PCl local sobre a lesdo de I/R causada por CRM com circulacdo
extracorpérea (CEC) em um grupo pequeno de pacientes mostrou que esta estratégia
resultou em menor deplecdo de reservas de ATP em bidpsia de miocardio realizadas apds o
periodo de isquemia sustentada.’® Posteriormente este grupo testou esta hipdtese em
situacdo clinica semelhante verificando menor concentracdo sérica de troponina T no
periodo pds-operatdrio.’” Ainda com este modelo, foi demonstrado que o PCl local foi
superior ao precondicionamento farmacoldgico com agonista do receptor de adenosina Al,
na reducdo da area de necrose.’® Outras publicacdes mostram que o PCl local melhorou a
contratilidade ventricular em pacientes submetidos a CRM com CEC levando a menor
necessidade de suporte inotrépico,”®’ e diminuindo a ocorréncia de arritmias ventriculares

191

pods-operatérias.”” Mesmo quando associado a hipotermia moderada de 32° C, o efeito

benéfico do PCl na redugdao da lesao miocardica manteve-se, com menor liberacdo de

troponina | ao longo de 72hs apds a CRM.*?® *%°

No entanto, o pincamento da aorta ascendente utilizado como PCI local implica em
riscos de embolizacdo causando infarto cerebral perioperatdrio. Por este motivo possui
aplicabilidade clinica limitada, particularmente em pacientes com idade avancada e

calcificagOes adrticas significativas.

Com o conceito de protecdo remota, abriu-se uma nova avenida de possibilidades
clinicas. Testes iniciais com o PCl remoto aplicado com manguitos de pressdao no brago
direito previamente a CRM com CEC, levaram a resultados inconclusivos, provavelmente

devido ao reduzido tamanho da amostra de quatro pacientes por grupo.200 Com o PCI
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remoto induzido da mesma forma, um estudo randomizado mostrou que esta manobra
reduziu a liberacdo de troponina T ao longo do periodo de 72 hs de pds-operatério de
CRM.?®* Em um cendrio um pouco diferente, o PCl remoto aplicado em criancas submetidas
a correcao de defeitos congénitos também minimizou o dano miocardico, reduzindo a

~ . , . . 202
concentragdo de troponina | no pds-operatorio.

Recentemente foi publicado um estudo prospectivo com 242 pacientes
consecutivos submetidos a ACTP eletiva randomizados para receber o PCl remoto com
manguito no membro superior ndo dominante. Nos pacientes que receberam esta
intervencdo, houve uma reducdo no desfecho primdrio, com uma menor concentracdo de
troponina | em 24hs apds a intervencdo, e também uma reducdo nos desfechos secundarios,
com menores taxas de eventos adversos corondrios apds seis meses da intervencao
inicial.”®

No contexto das operagdes vasculares maiores, um dos mais importantes estudos
clinicos publicados sobre o PCl incluiu pacientes submetidos a correcao aberta do AAA. Os
autores incluiram 82 pacientes submetidos ao procedimento convencional randomizados
para receber o PIC remoto através do pincamento sequencial de cada uma das artérias
iliacas comuns por 10 minutos seguido de 10 minutos de reperfusdo. Os principais achados
deste estudo foram ndo s6 uma diminuicdo significativa na lesdo miocardica no grupo com o
PCl, mas também uma menor incidéncia de infarto do miocardio e disfuncdo renal,
independente de outras variaveis.”® Do ponto de vista pratico, esta manobra de PCl remoto
pode ser amplamente aplicada em humanos sem provocar complicagdes inerentes de um
ciclo de pincamento arterial proximal, como a embolizacdo distal por fragmentacdo de
trombo ou fratura de placas aterosclerdticas. Considerando que o procedimento cirdrgico
realizado neste estudo clinico envolveu em sua quase totalidade o pincamento adrtico
infrarrenal, sem a isquemia visceral direta, pode-se conjecturar um ganho ainda maior com

PCl remoto aplicado previamente ao pincamento da aorta acima de seus ramos viscerais.

7

Mas ao comparar estudos clinicos com o presente estudo é necessario algumas
consideragdes. E muito dificil para modelos animais recriarem completamente a
complexidade de procedimentos cirdrgicos para o reparo de aneurismas aodrticos

toracoabdominais. Clinicamente existe importante variabilidade de apresentacdes
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anatomicas que se traduzem em diversas alternativas de nivel de pingamento adrtico
aplicado por periodos de tempo bastante distintos. Outro fator relevante neste contexto sdo
as mudancas agudas do volume intravascular por sangramento excessivo, usualmente
acompanhado de coagulopatia,205 gue ocorrem frequentemente nestas intervencgdes e estao
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associadas a uma maior incidéncia de complicagdes e ébito pds-operatdrio.

Este modelo experimental foi desenvolvido para isolar o efeito da lesdo de I/R
causada pelo pincamento adrtico supraceliaco, permitindo investigar as implicacdes do PCI
local ou remoto sobre a disfuncdo endotelial, sem que houvesse o viés de uma perfusdo
tecidual sistémica reduzida devido a deplecdo volémica. O choque hemorragico e posterior
restauracdo de volume intravascular também s3o considerados com uma lesdo de I/R de

» 109

“corpo inteiro”,”” e estao associados a inflamagao sistémica com recrutamento leucocitario

. . ~ 9 . ~ ..
na microcirculacdo,® motivo pelo qual ndo foram adicionados ao presente modelo.

Embora estudos em animais devam sempre ser avaliados com cautela para que se
aceite suas conclusdes como hipdteses clinicas relevantes,”®® muitas vezes é sé em
laboratério que se pode testar de forma controlada novas intervengées com avaliagdes
diretas, ao invés de desfechos substitutivos. Assim, no presente estudo foi possivel analisar
as interagdes leucdcito-endotelio in vivo na microcirculagao mesentérica, bem como a coleta
de mesentério e intestino para andlises imuno-histoquimicas e histomorfométricas. E esta
aproximacdo da pesquisa basica a questdes clinicas fundamentadas é essencial para que as
inUmeras descobertas de laboratério consigam se traduzir em intervencdes benéficas aos

pacientes.207

Contudo, identificamos algumas limitacoes de nosso estudo. Uma delas refere-se a
metodologia empregada na alocacdo dos animais nos grupos. Os animais foram incluidos de
forma simultdnea nos 4 grupos experimentais até que fosse estabelecido um ndmero de
sete animais por grupo, mas sem critério de randomizacdo. Ainda que o peso e valores
basais de medidas hemodinamicas e laboratoriais foram semelhantes entre os grupos, nao
se pode ignorar potenciais diferencas ndao reconhecidas, que teoricamente poderiam influir
nos resultados deste estudo, mesmo se tratando de animais com origem controlada. Por
outro lado, todas as avaliagbes e coletas de dados foram feitas por investigadores

independentes e cegos para os grupos experimentais.
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A ocorréncia de dbito em nosso procedimento também merece comentarios. Como
foi definido um nuimero de 7 animais por grupo, os animais que evoluiram com obito
durante o experimento foram substituidos, e os procedimentos repetidos. Esta conduta
também poderia supostamente influir nos resultados, aumentando ou diminuindo o efeito
da intervencdo proposta. No entanto os obitos deste estudo foram relacionados a
manipulagao inadequada dos animais, e nao pela gravidade do modelo experimental,
ocorrendo em todos os grupos e nao chegando a 10% na amostra. Os ébitos ocorreram por
falhas técnicas devido a lesGes vasculares ou doses adicionais exageradas de anestésicos ao
longo do procedimento, e entdo ndo entendemos que a substituicdo dos ébitos possa ter

sido um fator de selecdo dos animais e influenciado os resultados.

Assim, considerando as limitacdes do presente estudo, foi possivel demostrar o
efeito benéfico PCl local ou remoto no pingamento adrtico supraceliaco. O reconhecimento
das alteragBes microcirculatérias da lesdo de I/R na oclusdo adrtica, e o impacto desta
disfuncao endotelial nos resultados das reconstru¢des vasculares maiores é de grande
importancia para o cirurgido vascular. A busca de alternativas para prote¢ao tecidual contra
esta agressdo tem motivado pesquisas ao longo de décadas, e o PCl se destaca como uma
das intervencbes mais promissoras neste sentido. Além dos achados experimentais em
modelos animais, incluindo o presente estudo, evidéncias crescentes mostram que o PCl ndo
s6 ocorre em humanos, mas o faz no contexto de procedimentos que podem ser de
beneficio real aos pacientes. Desfechos clinicos positivos, como a protecdo sistémica

induzida pelo PCl remoto na corregao de AAA, 2

reforcam ainda mais a necessidade de
investigacOes adicionais sobre os efeitos desta manobra no contexto da cirurgia vascular

aortica.
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6. CONCLUSOES

1. Alesdo de I/R causada pelo pingamento da aorta supraceliaca modifica as interagdes
leucécito-endotélio in-vivo e aumenta a expressdo de moléculas de adesdo no endotélio. As
manobras de PCl local ou remoto sdo capazes de modular o recrutamento leucocitario e reduzir

a expressao das moléculas de adesao envolvidas neste processo inflamatério.

2. O presente modelo de oclusdo adrtica supraceliaca causa varia¢des agudas na PAM
e leva a importantes alteracoes laboratoriais. As repercussdes histopatoldgicas da agressdo a
mucosa intestinal sdo intensas e incidem principalmente sobre as vilosidades. As manobras de
PCl local ou remoto exercem um efeito protetor sobre a mucosa intestinal, o que se traduz

positivamente nos parametros laboratoriais.



7. ANEXOS
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Tabela 1: Valores individuais, médias e erros padrdes (EP) do peso (g) dos animais em cada grupo experimental.

Grupo 1 2 3 4 5 b T B ) 10 11 12 13 14 Media EP
Controle 212 230 212 A8 239 197 196 202 236 210 202 193 215 238 213 57 428
I-R 203 206 218 205 247 231 189 203 192 245 232 207 2086 244 21642 528
PCHL 244 222 218 239 235 198 235 199 236 222 193 218 211 223 22092 431
PCHR 202 198 253 234 198 243 223 208 240 245 210 216 249 212 223,71 532
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Tabela 2: Valores individuais, médias e erros padrdes (EP) da pressdo arterial média (mm Hg) dos animais em cada grupo experimental.

Grupo 10 15 #Ho 15 tX0 25 B30 135 0 50 w0 A 80 90 1100 10 120 1130 1140 1150 ti160 1170 t1BO

Controle
1 a0 97 1100 1 105 100 100 102 110 107 W5 115 106 W0 10 100 105 1w 103 113 115 108 106
2 a0 92 9% 103 109 108 14 14 109 100 97 W3 1w 1w 11y 120 110 115 108 119 128 131 120
3 114 126 125 131 130 12 128 122 131 122 130 13 1282 126 130 127y 129 120 119 132 136 133 130
4 a0 o4 86 95 o5 o0 B7 a4 06 9y W0 110 100 W2 ¢ 110 107 10 120 118 115 122 1B
5 Bl 92 86 B8 B4 BB 87 11 98 102 W1 122 128 131 12 126 105 115 110 127 121 115 106
3 76 78 0 75 T2 B8O 78 7 85 82 83 a0 06 9| 15 109 105 10 107 102 110 112 107
7 113 w05 10 107 115 113 115 11 120 123 128 124 1A 123 130 133 136 127 128 120 126 135 12B
B 76 82 78 75 82 B8O 78 83 06 o4 10 W5, 107 128 115 126 137 150 122 118 128 122 128
9 140 120 12 131 141 140 146 140 137 13% 131 13 12 152 131 126 12B 127 122 128 126 134 142
10 im 112 1w 128 121 1 117 115 113 107 114 131 13 144 151 158 160 166 153 144 148 156 161
11 9 W05 108 127 121 118 126 11 119 117y 121 151 137 146 150 143 14B 140 149 147 150 157 158
12 11 125 11¥ 115 127 1z 152 135 14y 138 130 137 130 185 13 143 136 131 138 142 137 141 135
13 B 100 02 o8 06 a5 95 16 W2 115 113 17 14 126 1M1 127 131 126 121 120 117 126 123
14 132 122 12 120 12B 125 117 115 118 12 133 132 12 126 122 126 121 126 121 117 115 126 12B

Media 9.0 1036 1007 1066 1090 1081 1079 1097 129 1125 140 1206 1193 1226 1251 1267 1256 1249 1229 1MEB 126 1299 1279
EP 48 4,2 47 5.2 55 52 5F 48 46 45 41 39 36 43 38 4.0 47 41 40 34 33 39 4.6
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Tabela 2 (cont)

Grupe ® 15 t0 115 t20 135 B0 35 0 150 160 7 80 190 1100 10 1120 t130 1140 150 tl60 1170 tiBO

LR
1 o0 93 100 112 115 115 115 12 1M k4 50 B} 9 BB 92 90 15 100 98 94 BB 94 B
2 B/ B6 80 9 B 98 100 105 168 A0 50 9 10 80 9 105 110 12 110 116 120 124 130
3 40 136 132 138 136 142 144 143 199 183 70 100 130 126 1B 125 130 133 128 120 135 117 110
4 118 115 126 122 123 1M 138 133 200 190 70 & 8 82 9% 110 123 12 130 135 131 122 115
5 110 103 119 115 120 121 1% 119 210 183 70 8 8 92 94 100 126 118 110 117 110 107 108
6 11 120 115 118 120 116 118 121 198 186 61 128 135 132 130 122 121 116 120 122 115 120 12X
7 121 122 114 120 131 128 137 132 18 16 69 8 122 117 14 107 10 105 92 BB 102 1M o8
g8 W 98 W1 98 105 6 115 117 18 17yl 56 9 W2 105 1M 108 113 10 117 121 122 124 119
9 115 118 113 130 124 125 119 129 1% 172 B4 7B 8 77 B8 100 14 108 13 9 97 98 o4
10 B/ 95 92 9 B85 9% 9 105 16 156 62 9 8 92 9% 98 97 102 110 106 108 112 108
11 06 114 10 107 12 05 108 112 1% 172 58 82 9% 6 112 116 121 14 110 113 103 94 %
12 08 119 111 115 106 115 10 107 1% 178 B8 98 102 115 113 112 118 110 116 108 110 112 109
13 117 124 121 120 126 10 14 128 192 186 62 6 72 70 B 9 W6 111 16 112 107 104 100
14 122 131 126 130 133 131 12 122 18 182 62 83 2 110 105 107 9B 9 102 W03 98 96 9
110,1 1124 1114 1151 1159 1171 1202 1204 1844 1785 623 891 9,6 994 1038 1070 1130 1126 1109 11.,0 1097 109,1 1057
41 40 38 39 42 35 40 31 37 30 18 38 49 51 37 26 18 28 29 33 32 30 33

PCLL
1 Wh 14 W7 111 1895 56 1% 7B MBS 20 B 9% 10 113 14 105 115 1A 130 138 140 134 131
2 97 98 97 1M 151 5 17 52 171 163 62 106 & 90 100 110 108 112 1M 109 113 117 115
3 15 124 128 12 196 & 210 80 215 184 73 8§ 15 118 13 118 115 110 100 105 110 106 105
4 115 120 119 115 1B & 18 62 17 189 65 8 7 86 9 1M1 105 103 110 115 128 135 135
5 W 102 W8 102 13 68 160 72 18 16l 60 8 7B 83 % 105 18 10 113 115 114 113 118
6 118 115 116 112 16 72 16 80 173 171 66 115 110 108 105 B 93 9% 90 93 95 98 9%
7 118 126 122 1% 182 62 18 74 18 18 71 102 110 7 15 98 103 106 112 17 120 14 116
g e 102 W6 1M 170 68 178 74 18 16 7B 98 110 105 105 112 109 108 110 109 105 112 110
9 123 117 120 112 1?2 6 16 6 1% 151 62 7 M 82 & B 90 92 95 99 OB 97 o5
10 W7 121 17 132 B2 7 1% 72 1% 6 6B 100 114 06 113 112 17 110 12 121 136 122 1A
11 B3 90 89 102 162 6 17% 64 173 18 69 B 9% 95 94 98 2 105 18 114 16 121 116
12 W2 100 98 109 182 72 181 7B 177 I3 62 8 BB 96 12 105 101 98 106 110 112 115 106
13 06 109 W2 117 73 6 17 63 17 176 6B 9% 112 106 18 112 121 1% 122 116 114 112 115
14 12 135 132 135 186 72 181 6B 1% 172 61 8 9 108 112 110 113 106 102 98 107 105 102
1091 1116 1115 1148 1749 649 1794 702 1792 1754 675 926 9O7.8 1003 1037 1039 1071 1074 1082 1114 1142 1136 1122
34 34 33 26 35 15 32 22 39 38 L7 29 39 31 25 26 24 24 27 30 31 27 28
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Tabela 2 (cont)

Gupo ® 15 t0 115 t20 135 B0 35 0 150 60 7 80 190 100 10 1120 t130 1140 150 t160 1170 tiBO
PCLR
1 B5 ©9 68 B BE 92 M 98 16 L0 66 1M 1 103 130 1% 131 13 137 135 135 130 132
2 o7 103 73 9 92 9% B0 B9 145 171 50 B 9 96 108 100 9 97 97 94 00 9 98
3 115 110 9 106 104 16 9 110 180 16 79 82 9 103 100 % 104 100 5 W07 14 15 1A
4 W 14 75 9 W3 W ¥ 9% 175 18 s M /OB B2 % U0 107 6 W4 10 14 116
5 o6 99 g5 102 136 12 B8 115 210 193 70 114 1M 131 124 1® 117 110 115 109 117 108 1k
6 o5 105 8§ 108 00 W 9% 101 155 46 66 B 9 100 109 111 110 107 111 109 115 118 1M
7 116 109 9 114 121 118 101 125 173 163 67 110 16 112 14 117 120 1M 119 17 123 121 118
g8 08 118 9 119 121 117 100 128 184 180 62 95 82 103 1% 109 112 14 105 1B 115 17 1A
9 W 97 91 105 13 132 82 13 16 158 67 75 8 94 12 98 92 102 7 W4 107 106 100
10 o5 100 8 99 102 WS 91 105 18 180 61 9 12 110 7 108 07 112 115 122 1B 10 1%
11 97 95 80 1M W7 12 7 06 153 47 6 9w 8 92 W 113 117 118 114 113 10 106 112
12 125 120 98 118 122 135 89 132 18 177 68 94 108 112 11§ 114 121 114 112 115 110 103 99
13 110 119 95 108 106 ¥ 9% 14 18 185 71 106 S 109 1M 112 124 116 114 10 17 w7 11
14 116 124 W6 130 128 1¥ 9 114 1% 192 76 9% 16 110 116 112 113 17 15 W06 112 W2 %

Méda 1047 1066 &3 1052 1102 1134 BB6 1111 1755 1729 674 935 9.9 1038 1100 1096 1124 1126 1123 116 1145 11,6 11Z6
EP 30 28 29 34 37 35 24 34 49 40 19 32 34 33 33 23 18 37 35 16 22 24 30
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Tabela 3: Valores individuais, médias e erros padrdes (EP) do pH arterial dos animais em cada grupo

experimental.

1 2 3 4 5 6 7 Média EP

Grupo Controle

t0 7,391 7,451 7,373 7,321 7,377 7,371 7,426 7,387 0,015

t180 7459 7363 7,308 7,366 7,386 7,361 7,383 7,375 0,017
Grupo I-R

(0] 7,473 7,44 7,409 7,373 7,38 7,51 7,39 7,425 0,019

t180 7,335 7,322 7,26 7,299 7,361 7,308 7,079 7,280 0,035
Grupo PCI-L

t0 7,465 7,406 7,354 7,41 7,443 7,372 7,39 7,406 0,014

t180 7,381 7,286 7,31 7,34 7,272 7,31 7,413 7,330 0,019
Grupo PCI-R

t0 7,349 7,482 7,433 7,382 7,472 7,347 7,442 7,415 0,021

t180 7,285 7,275 7,23 7,365 7,287 7,291 7,399 7,318 0,024

Tabela 4: Valores individuais, médias e erros padrdes (EP) do excesso de base arterial (mEq/L) dos

animais em cada grupo experimental.

1 2 3 4 5 6 7 Média EP

Grupo Controle

t0 -2,7 2,2 -4,1 -2,4 -2,2 -2,7 -3,6 -2,21 0,77

t180 -3,7 -5,7 -6,4 -7 -7,2 -6,8 -7 -6,25 0,46
Grupo I-R

t0 -0,4 -2 2,1 -5,8 -4,7 0,2 -3,8 -2,67 0,83

t180 -16,7 -14,7 -15,9 -15,6 -9,9 -13,6 -24,3 -15,81 1,64
Grupo PCI-L

(0] -4,4 -4,2 -4 -3,5 -0,9 -1,9 -3,5 -3,2 0,49

t180 -10,4 -15,5 -12,6 -12,4 -14,8 -6,7 -8,8 -11,6 1,19
Grupo PCI-R

t0 -5,3 -0,3 0,1 -1,7 -0,9 -4,8 -2,6 -2,21 0,80

t180 -13,8 -15,6 -6,9 -11,8 -13,3 -9,5 -9,4 -11,47 1,14
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Tabela 5: Valores individuais, médias e erros padrdes (EP) da pressdo parcial de CO, arterial (mm Hg)
dos animais em cada grupo experimental.

1 2 3 4 5 6 7 Média EP

Grupo Controle

t0 35,6 37,2 35 37,7 38,6 38,2 29,5 35,97 1,18

t180 25,9 32,9 39,1 29,7 27 30,8 27,7 30,44 1,70
Grupo I-R

t0 30 30,9 34,5 31,4 32,9 27 33,5 31,45 0,94

t180 14 18,8 22,1 19 24,4 22,3 19,3 19,98 1,27
Grupo PCI-L

to 24,1 30,6 36 31,5 32,6 39,9 33,3 32,57 1,84

t180 18,5 20,3 25,2 21,4 24,3 20,1 21,5 21,61 0,89
Grupo PCI-R

t0 35,9 29,2 35,6 38,9 29,3 37 29,5 33,62 1,57

t180 31,1 21,1 24,5 22,4 18 19,6 21,7 22,62 1,61

Tabela 6: Valores individuais, médias e erros padrdes (EP) da concentracdo de HCO;  arterial (mEq/L) dos
animais em cada grupo experimental.

1 2 3 4 5 6 7 Média EP

Grupo Controle

t0 21,1 25,6 19,9 21,8 22,1 21,6 19 21,58 0,78

1180 18,1 18,2 19 16,6 15,9 17 16,1 17,27 0,44
Grupo I-R

t0 21,7 20,6 21,4 17,8 19 21,5 19,8 20,25 0,55

1180 7,3 9,4 9,6 9 13,5 10,8 5,5 9,3 0,95
Grupo PCI-L

t0 17,1 18,8 20,6 19,6 21,9 22,7 20 20,1 0,71

t180 12,5 9,4 11,8 11,2 10,4 13,6 13,5 11,77 0,59
Grupo PCI-R

t0 19,2 21,6 23,4 22,6 21,1 19,8 19,8 21,07 0,59

1180 12,6 9,5 15,4 11,4 9,4 11,1 13,2 11,8 0,80
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Tabela 7: Valores individuais, médias e erros padrdes (EP) da pressdo parcial de O, arterial (mm Hg) dos
animais em cada grupo experimental.

1 2 3 4 5 6 7 Média EP

Grupo Controle

t0 111 78,6 117,5 1141 85,5 87,1 96,1 98,55 5,89

t180 105,4 97,3 98 132,8 83 129,4 93,2 105,62 7,04
Grupo I-R

to 97,5 108,9 95,9 79,9 98,6 113,5 85,2 97 4,54

t180 116,3 127,6 107,12 1144 1089 99,2 116,9 112,91 3,39
Grupo PCI-L

to 94,8 109,8  128,7 83,3 113,4 84,5 89,8 100,61 6,44

t180 114,6 128,6 108,8 99,4 103,9 111 96,2 108,92 4,08
Grupo PCI-R

to 97,9 85,4 82,4 93,5 86,8 85,3 110,4 91,67 3,72

t180 95,6 86,9 98,3 119,2 98,1 111,3 94,9 100,61 4,13

Tabela 8: Valores individuais, médias e erros padrdes (EP) da saturagao de O, arterial (%) arterial dos
animais em cada grupo experimental.

1 2 3 4 5 6 7 Média EP

Grupo Controle

t0 98,4 95,3 98,3 98,2 96,1 96,4 97,5 97,17 0,46

t180 98,2 97,2 96,9 98,8 96,1 98,7 97,1 97,57 0,38
Grupo I-R

to 97,8 98,2 97,4 95,4 97,4 98,6 95,8 97,22 0,45

t180 98,3 98,6 97,5 98 98 97,2 97,1 97,81 0,21
Grupo PCI-L

t0 97,7 98,1 98,6 96,1 98,4 95,7 96,8 97,34 0,43

t180 98,3 98,5 97,8 97,3 97,3 98,6 97,5 97,9 0,21
Grupo PCI-R

t0 97,2 95,9 96,3 97 97 95,9 98,1 96,77 0,30

t180 96,2 95,7 97,6 98,4 97,6 98,6 95,9 97,14 0,45
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Tabela 9: Valores individuais, médias e erros padrdes (EP) da concentragdo de potassio arterial (mEq/L)
dos animais em cada grupo experimental.

1 2 3 4 5 6 7 Média EP

Grupo Controle

t0 3,8 3,6 2,8 2,5 3,1 2,6 3 3,05 0,18

t180 3,6 3,9 3,1 3,5 3,2 3,6 3,4 3,47 0,10
Grupo I-R

t0 3,9 3,7 2,7 2,7 3,3 2,8 2,7 3,11 0,19

t180 4,6 3,7 4,1 3,5 3,4 3,8 4,4 3,92 0,17
Grupo PCI-L

(0] 3,7 3,5 2,8 31 2,6 29 3 3,08 0,14

t180 5,1 3,6 2,7 31 3,4 3,4 3,2 3,5 0,28
Grupo PCI-R

t0 1,9 3,2 2,7 3,2 3,5 4,1 2,9 3,07 0,25

t180 3,7 3,5 3,2 3,8 3,4 4,5 2,9 3,57 0,19

Tabela 10: Valores individuais, médias e erros padrdes (EP) concentracdo de lactato arterial (mmol/L)
dos animais em cada grupo experimental.

1 2 3 4 5 6 7 Média EP

Grupo Controle

t0 1,5 11 1,1 1 1,1 1 1,5 1,18 0,08

t180 1,5 1,5 1,8 1,2 2,1 1,7 1,8 1,65 0,10
Grupo I-R

t0 1,5 1,4 1,4 11 2,2 1,6 1,8 1,57 0,13

1180 6,4 4 6,6 3,7 3,6 4,9 4,8 4,85 0,46
Grupo PCI-L

t0 1,4 1 1,5 1,6 1,2 1,2 1,7 1,37 0,09

t180 2,5 4,2 2,7 2,7 3,6 2,7 2,4 2,97 0,25
Grupo PCI-R

t0 1,5 0,7 1 1,5 1,7 1,1 1,6 1,3 0,13

t180 49 3,6 3,3 2,5 2,4 31 2,9 3,24 0,31

Tabela 11: Valores individuais, médias e erros padr&es (EP) concentracdo de desidrogenase latica
arterial (U/L) dos animais em cada grupo experimental.

1 2 3 4 5 6 7 Média EP
Grupo Controle 291 2535 1860 1384 790 670 578 1158,28 204,78
Grupo I-R 5976 8363 11853 8796 11331 12832 7069 9460 977,08
Grupo PCI-L 6730 5340 7330 10071 3359 8484 4270 6512 894,60

Grupo PCI-R 5285 10070 7214 1568 5547 1169 2835 4812,57 1213,84




Anexos - 93

Tabela 12: Valores individuais, médias e erros padrdes (EP) do hematdcrito (%) dos animais em cada
grupo experimental.

1 2 3 4 5 6 7 Média EP

Grupo Controle

t0 50 57 52 48 52 44 43 49,42 1,84

t180 45 49 50 53 51 49 48 49,28 0,94
Grupo I-R

t0 47 52 49 49 54 46 49 49,42 1,04

t180 52 59 59 59 61 55 55 57,14 1,20
Grupo PCI-L

t0 48 47 51 53 53 50 46 49,71 1,06

t180 53 54 52 53 59 52 50 53,28 1,06
Grupo PCI-R

t0 50 48 53 48 50 45 47 48,71 0,96

t180 55 53 53 48 53 55 49 52,28 1,04

Tabela 13: Valores individuais, médias e erros padrdes (EP) da contagem total de leucécitos (cel/mm?)
dos animais em cada grupo experimental.

1 2 3 4 5 6 7 Média EP

Grupo Controle

to 8.250 10.350 14.450 13.650 15.450 14.150 12.500 12.685,71 963,54

t180 12.600 12.050 18.900 18.000 21.900 17.200 16.000 16.664,29 1.315,96
Grupo I-R

to 10.500 18.000 11.650 10.600 9.200 11.500 15.300 12.392,86 1.117,48

t180 14.700 47.200 33.750 25.900 31.600 46.600 34.600 33.478,57 4.296,67
Grupo PCI-L

to 12.450 14.600 15.400 12.600 9.650 15.600 13.750 13.435,71 786,77

t180 21.700 29450 34.600 36.400 36.800 20.600 25.400 29,278,57 2.597,75
Grupo PCI-R

to 10.650 11.850 14.000 10.450 16.400 11.550 10.850 12.250 826,56

t180 23.700 30.950 16.600 22.750 40.750 34.350 16.000 26.442,86 3.500,43
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Tabela 14: Valores individuais, médias e erros padrdes (EP) da contagem de neutrdéfilos dos animais em
cada grupo experimental. Nimeros absolutos (cel/mm?) e percentuais (%), em parénteses.

1 2 3 4 5 6 7 Média EP
Grupo Controle
t0 2.310 2.277 2.746 4.778 5.099 3.396 2.750 3.336,35 437,91
(28%) (22%) (19%) (35%) (33%) (24%) (22%) (26,14%) (2,28%)
t180 8.946 9.761 15.687 11.160 14.235 5.848 13.440 11.296,64 1291,86
(71%) (81%) (83%) (62%) (65%) (34%) (84%) (68,57%) (6,65%)
Grupo I-R
t0 1.575 3.240 2.913 2.332 1.840 2.070 3.825 2.542,07 307,26
(15%) (18%) (25%) (22%) (20%) (18%) (25%) (20,42%) (1,42%)
t180 11.760 41.064 25.988 13.209 20.224 32.154 25.258 24.236,64 3.913,74
(80%) (87%) (77%) (51%) (64%) (69%) (73%) (71,57%) (4,43%)
Grupo PCI-L
t0 2.988 5.694 3.234 4.158 2.027 4.836 2.063 3.571,28 524,77
(24%) (39%) (21%) (33%) (21%) (31%) (15%) (26,28%) (3,15%)
180 18.011 23.266 25.950 26.208 31.280 14.214 16.510 22.2205,5 2.326,90
(83%) (79%) (75%) (72%) (85%) (69%) (65%) (75,42%) (2,77%)
Grupo PCI-R
t0 2.769 2.963 1.960 2.195 4.264 2.195 2.821 2.737,92 292,07
(26%) (25%) (14%) (21%) (26%) (19%) (26%) (22,42%) (1,75%)
t180 17.775 23.213 10.126 13.195 32.193 22.671 10.080 18.464,57 3.073,58
(75%) (75%) (61%) (58%) (79%) (66%) (63%) (68,14%) (3,07%)

Tabela 15: Valores individuais, médias e erros padrdes (EP) da contagem de mondcitos dos animais em
cada grupo experimental. Nimeros absolutos (cel/mm?) e percentuais (%), em parénteses.

1 2 3 4 5 6 7 Média EP
Grupo Controle
t0 578 518 1.301 1.229 618 1.132 875 892,71 124,61
(7%) (5%) (9%) (9%) (4%) (8%) (7%) (7%) (0,72%)
t180 126 362 567 360 657 860 320 464,5 92,70
(1%) (3%) (3%) (2%) (3%) (5%) (2%) (2,71%) (0,47%)
Grupo I-R
t0 945 1.440 583 636 920 805 1.071 914,21 109,25
(9%) (8%) (5%) (6%) (10%) (7%) (7%) (7,42%) (0,64%)
t180 441 1.416 1.013 1.295 1.896 932 1.730 1.246,07 188,30
(3%) (3%) (3%) (5%) (6%) (2%) (5%) (3,85%) (0,55%)
Grupo PCI-L
to 747 1.168 462 882 483 780 1.100 803,07 103,54
(6%) (8%) (3%) (7%) (5%) (5%) (8%) (6%) (0,69%)
t180 434 1.767 1.038 2.184 368 618 762 1.024,42 263,21
(2%) (6%) (3%) (6%) (1%) (3%) (3%) (3,42%) (0,71%)
Grupo PCI-R
t0 533 1.185 840 836 820 809 868 841,42 71,67
(5%) (10%) (6%) (8%) (5%) (7%) (8%) (7%) (0,69%)
t180 474 929 1.162 1.365 815 2.061 800 1.086,5 194,49

(2%) (3%) (7%) (6%) (2%) (6%) (5%) (4,42%) (0,78%)
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Tabela 16: Valores individuais, médias e erros padrdes (EP) da contagem de linfocitos dos animais em
cada grupo experimental. Nimeros absolutos (cel/mm?) e percentuais (%), em parénteses.

1 2 3 4 5 6 7 Média EP
Grupo Controle
t0 8.250 10.350 14.450 13.650 15.450 14.150 12.500 12.685,71 963,54
(64%) (73%) (71%) (56%) (63%) (68%) (71%) (66,57%) (2,25%)
t180 12.600 12.050 18.900 18.000 21.900 17.200 16.600 16.664,29 1.315,96
(28%) (16%) (14%) (36%) (31%) (60%) (13%) (28,28%) (6,28%)
Grupo I-R
t0 10.500 18.000 11.650 10.600 9.200 11.500 15.300 12.392,86 1.177,48
(76%) (74%) (69%) (72%) (69%) (74%) (68%) (71,71%) (1,16%)
t180 14.700 47.200 33.750 25.900 31.600 46.600 34.600 3.3478,57 4.296,67
(17%) (10%) (19%) (44%) (30%) (29%) (22%) (24,42%) (2,48%)
Grupo PCI-L
t0 12.450 14.600 15.400 12.600 9.650 15.600 13.750 13.435,71 786,77
(70%) (53%) (76%) (60%) (74%) (64%) (77%) (67,71%) (3,41%)
t180 21.700 29.450 34.600 36.4002 36.800 20.600 25.400 29.278,57 2.597,75
(15%) (15%) (22%) (2%) (14%) (27%) (31%) (20,85%) (2,48%)
Grupo PCI-R
t0 10.650 11.850 14.000 10.450 16.400 11.550 10.850 12.250 826,56
(69%) (55%) (80%) (71%) (68%) (74%) (66%) (69%) (2,91%)
t180 23.700 30.950 16.600 22.750 40.750 34.350 16.000 26.442,86 3.500,43
(23%) (22%) (32%) (36%) (19%) (28%) (32%) (27,42%) (2,36%)

Tabela 17: Valores individuais, médias e erros padrdes (EP) da contagem de eosindifilos dos animais em
cada grupo experimental. Nimero absoluto (cel/mm?®) e percentual (%), em parénteses.

1 2 3 4 5 6 7 Média EP
Grupo Controle
t0 83 0 145 0 0 0 0 32,42 21,99
1% 0% 1% (0%) (0%) (0%) (0%) (0,28%) (0,18%)
t180 0 0 0 0 219 172 160 99,81 37,75
(0%) (0%) (0%) (0%) (1%) (1%) (1%) (0,42%) (0,20%)
Grupo I-R
t0 0 0 117 0 92 115 0 46,21 21,99
(0%) (0%) (1%) (0%) (1%) (1%) (0%) (0,42%) (0,20%)
t180 0 0 338 0 0 0 0 127,56 48,21
(0%) (0%) (1%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0,14%) (0,14%)
Grupo PCI-L
t0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
t180 0 0 0 0 0 206 254 113,08 42,74
(0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (1%) (1%) (0,28%) (0,18%)
Grupo PCI-R
t0 0 0 0 0 164 0 0 23,42 23,42
(0%) (0%) (0%) (0%) (1%) (0%) (0%) (0,14%) (0,14%)
t180 0 0 0 0 0 0 0 0 0

(0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
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Tabela 18: Valores individuais, médias e erros padrdes (EP) dos achados da microscopia intravital dos
animais em cada grupo experimental.

Leucdcitos em Velocidade Leucdcitos Leucdcitos Diametro Diametro
Grupo . . .
rolamento de rolamento aderidos migrados arteriolar venular
Controle
1 101 63,20 2,5 2,33 10,8 18,73
2 119 72,32 3,66 2,88 15,87 19,30
3 128,5 132,37 3,75 3,75 10,02 15,57
4 129,5 121,79 4,75 4,58 12,52 16,28
5 127,5 111,66 4,5 4,08 13,13 17,90
6 114 98,17 4 3,83 10,63 19,01
7 114,5 83,57 2 4,25 9,96 15,88
Média 119,14 97,58 3,59 3,67 11,84 17,52
EP 3,90 9,77 0,38 0,29 0,81 0,59
I-R
1 291 50,95 19,5 19,75 14,15 18,26
2 207 50,41 16,83 16,66 9,03 15,74
3 273,2 30,71 19,33 20,66 13,91 20,42
4 232 79,40 9,5 9,44 9,83 19,29
5 227,5 45,76 19,75 23 11,94 19,31
6 240 45,85 18 18,5 11,95 17,59
7 280 26,91 21,5 21,66 10,03 15,34
Média 250,10 47,14 17,77 18,52 11,55 17,99
EP 11,85 6,45 0,55 0,78 0,75 0,71
PCI-L
1 208,25 56,22 17 16,12 17,11 18,54
2 182,5 58,68 16,5 15,75 14,97 16,89
3 221 62,94 15,25 13,75 13,77 20,60
4 195,66 71,30 13,16 15 14,22 21,51
5 225,5 59,50 17,5 15,5 13,95 20,07
6 220,5 56,41 14 13,33 8,73 18,49
7 207 39,71 16 15 6,66 20,17
Média 208,63 57,82 15,63 14,92 12,77 19,47
EP 5,83 3,59 0,60 0,38 1,39 0,59
PCI-R
1 204 53,49 16,25 14,55 16,31 16,65
2 164 57,36 14,75 17,25 9,85 17,18
3 199 47,26 17 17,5 16,6 20,1
4 236,5 50,84 12,83 13,91 9,67 14,83
5 196 55,64 16,25 14 14,74 20,21
6 228,5 47,00 18 12,83 15,51 20,97
7 152,5 59,56 11,75 12 10,54 21,54
Média 197,21 53,02 15,26 14,57 13,31 18,78

EP 11,62 1,84 0,85 0,78 1,19 0,96
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Tabela 19: Valores individuais, médias e erros padrdes (EP) da expressao de P-selectina no mesentério

em cada grupo experimental.

Variavel Controle I-R PCI-L PCI-R
P-selectina 4,61 9,14 3,51 1,98
5,23 11,27 2,71 2,06
7,07 8,47 2,04 1,52
6,23 11,57 1,23 1,42
3,29 6,74 1,08 1,28
2,04 6,34 1,04 1,53
3,14 6,25 1,08 1,75
3,2 6,34 1,82 1,02
2,75 4,51 1,83 1,46
1,75 4,38 1,02 1,01
1,81 4,72 1,29 1,41
1,01 4,75 0,51 1,23
1,44 2,76 1,02 0,54
1,85 3,59 0,73 1,05
2,01 4,51 1,01 1,04
2,33 1,38 1,17 0,94
3,62 2,25
1,69 1,39
1,58 2,92
1,48
1,54
Média 2,84 5,44 1,44 1,33
EP 0,36 0,69 0,19 0,10

Tabela 20: Valores individuais, médias e erros padrdes (EP) da expressdo de E-selectina no mesentério

em cada grupo experimental.

Variavel Controle I-R PCI-L PCI-R
E-selectina 4,64 14,61 2,34 2,41
5,92 9,68 2,55 2,94
4,06 11,97 3,49 3,13
2,24 7,25 2,13 2,68
1,91 6,36 2,45 2,14
3,62 5,74 2,89 2,01
1,71 5,13 1,78 1,15
3,17 4,14 1,79 1,6
1,14 5,24 1,78 1,51
2,28 3,89 2,07 1,75
1,34 5,4 1,69 1,54
1,33 2,91 1,65 1,14
1,36 1,53 1,68
1,92 1,17 1,49
1,35
Média 2,62 6,86 2,09 1,90
EP 0,39 1,01 0,16 0,16
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Tabela 21: Valores individuais, médias e erros padrdes (EP) da expressdo de ICAM-1 no mesentério em

cada grupo experimental.

Variavel Controle I-R PCI-L PCI-R
ICAM-1 4,38 12,86 5,55 3,59
5,98 15,31 5,07 6,34
4,25 15,11 6,66 6,24
3,75 10,41 7,51 2,23
3,3 9,11 4,22 3,06
2,93 10,11 6,33 1,92
2,81 8,79 5,39 1,32
3,25 10,34 4,67 1,77
2,38 5,21 3,09 1,66
2,78 4,72 3,47 1,45
1,29 3,29 3,35 1,53
2,61 5,05 3,92 1,56
1,53 6,27 1,9 1,78
1,52 7,11 1,39 1,03
1,31 7,26 1,66 1,05
2,28 8,25 1,92 1,14
1,38 2,21 1,28 1,06
1,25 2,92 2,16 1,07
1,89 2,91 1,38 1,06
1,14 6,09 0,89
1,21
Média 2,53 7,75 3,85 2,09
EP 0,28 0,91 0,44 0,36
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Tabela 22: Valores individuais, médias e erros padrdes (EP) dos achados histopatoldgicos do intestino
dos animais em cada grupo experimental.

Relagdo Altura da

Expessura Total Altura da Profundidade da .
Grupo da Mucosa Vilosidade Cripta Vilosidade /
Profundidade da cripta
Controle
1 445 297 167 1,8
2 558 417 206 2,0
3 485 295 179 1,6
4 489 334 163 2,0
5 637 411 238 1,7
6 516 327 165 2,0
7 566 345 173 2,0
Média 528,01 346,60 184,60 1,88
EP 24,17 18,83 10,40 0,06
I-R
1 234 115 100 1,1
2 271 105 130 ,8
3 168 73 83 ,9
4 239 108 105 1,0
5 277 100 122 ,8
6 245 109 115 ,9
7 277 134 123 1,1
Média 244,52 106,13 111,40 0,95
EP 14,54 6,94 6,22 0,05
PCI-L
1 613 360 190 1,9
2 402 217 151 1,4
3 501 289 178 1,6
4 479 312 159 2,0
5 424 234 176 1,3
6 501 273 202 1,4
7 409 241 149 1,6
Média 475,56 275,17 172,09 1,60
EP 27,95 18,93 7,61 0,05
PCI-R
1 451 277 180 1,5
2 471 277 183 1,5
3 452 274 176 1,6
4 462 284 170 1,7
5 511 286 218 1,3
6 360 194 152 1,3
7 479 276 205 1,3
Média 455,16 266,68 183,26 1,46

EP 17,60 12,26 8,33 0,05
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ABSTRACT

Erling Jr, N. Endothelial dysfunction on mesentery microcirculation caused by ischemia and
reperfusion injury of supraceliac aortic clamping and the protective effect of local and remote
ischemic preconditioning [thesis]. Sdo Paulo: Escola Paulista de Medicina da Universidade
Federal de S3o Paulo; 2010. 116p.

INTRODUCTION: Supraceliac aortic clamping in major vascular procedures causes splanchnic
ischemia and reperfusion (I/R) injury that may induce endothelial dysfunction, widespread
inflammation, multiple organ dysfunction, and death. OBJECTIVES: Test the hypothesis that
local or ischemic preconditioning (IPC) may be protective against I/R injury after supraceliac
aortic clamping through the modulation of mesenteric leukocyte-endothelial interactions,
evaluated with intravital microscopy and expression of adhesion molecules, and also evaluate
the hemodynamic, laboratorial, and intestinal histopathological changes related to these
interventions. MATERIAL AND METHODS: Fifth six male EPM-1 Wistar rats, weighting 190 to
250 g, were divided into 4 groups: Control: (n=14) Sham surgery without aortic clamping; I-R:
(n=14) Supraceliac aortic clamping for 20 min, followed by 120 min of reperfusion; PCI-L: (n=14)
Local IPC through supraceliac aortic clamping for 2 cycles of 5 min of ischemia and 5 min of
reperfusion, followed by the same protocol of I-R group; PCI-R: (n=14) Remote IPC through
infrarenal aortic clamping for 2 cycle of 10 min of ischemia and 10 min of reperfusion, followed
by the same protocol of I-R group. Seven animals per group were used to evaluate in-vivo
leukocyte-endothelial interactions in postcapillary venules with intravital microscopy. Another 7
animals per group were used to collect mesentery samples for immunohistochemistry
demonstration of adhesion molecules expression, and provide further tissues used in this study.
RESULTS: Supraceliac aortic clamping increased the number of rolling leukocyte, and decrease
the rolling velocity, increased the number of adherent leukocyte to venular surface, and
migrated to interstitium. The expression of P-selectin, E-selectin, and ICAM-1 were increased in
this group. The local or remote IPC reduced the leukocyte recruitment in-vivo and normalized
the expression of adhesion molecules. The supraceliac aortic clamping also caused intense
laboratorial changes and severe intestinal injury with loss of villus height and crypt depth. Local
or remote IPC attenuate laboratorial changes and minimized the intensity of intestinal injury.
CONCLUSIONS: Local or remote IPC reduce endothelial dysfunction on mesenteric
microcirculation caused by I/R injury following supraceliac aortic clamping, and minimize tissue
injury to intestinal mucosa.
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Microcirculatory eftects of local and remote
ischemic preconditioning in supraceliac aortic
clamping

Nilon Erling Jr, MD,* Naomi Kondo Nakagawa, PhD," José Walber Miranda Costa Cruz, PhD,"
Fernando Luiz Zanoni, MVD," José Carlos Costa Baptista-Silva, MD,* Paulina Sannomiya, PhD," and
Luiz Francisco Poli-de-Figueiredo, MD, Sao Pawulo, SP, Brazil

Introduction: Supraceliac aortic clamping in major vascular procedures promotes splanchnic ischemia and reperfusion
(I/R) injury that may induce endothelial dysfunction, widespread inflammation, multiorgan dysfunction, and death. We
tested the hypothesis that local or remote ischemic preconditioning (IPC) may be protective against injury after
supraceliac aortic clamping through the modulation of mesenteric leukocyte-endothelial interactions, as evaluated with
intravital microscopy and expression of adhesion molecules.

Methods: Fifty-six male Wistar rats (weight, 190 to 250 g), were divided into four groups of 14 rats each: control—sham
surgery without aortic occlusion; I/R through supraceliac aortic occlusion for 20 minutes, followed by 120 minutes of
reperfusion; local IPC through supraceliac aortic occlusion for two cycles of 5 minutes of ischemia and 5 minutes of
reperfusion, followed by the same protocol of the IR group; remote IPC through infrarenal aortic occlusion for two cycles
of 10 minutes of ischemia and 10 minutes of reperfusion, followed by the same protocol of IR group. Seven animals per
group were used to evaluate in vivo leukocyte-endothelial interactions in postcapillary venules with intravital microscopy
and another seven animals per group were used to collect mesentery samples for immunohistochemistry demonstration
of adhesion molecules expression.

Results: Supraceliac aortic occlusion increased the number of rolling leukocytes with slower velocities and increased the
number of adherent leukocytes to the venular surface and leukocyte migration to the interstitium. The expression of
P-selectin, E-selectin, and intercellular adhesion molecule-1 were also increased significantly after I/R. Local or remote
IPC reduced the leukocyte recruitment in vivo and normalized the expression of adhesion molecules.

Conclusions: Local or remote IPC reduces endothelial dysfunction on mesenteric microcirculation caused by I/R injury
after supraceliac aortic clamping. (J Vasc Surg 2010;um:mmm, )

Clinical Relevance: The present study demonstrates that ischemia and reperfusion injury induced by supraceliac aortic
occlusion promotes endothelial dysfunction and leukocyte recruitment on mesenteric microcirculation. Local and remote
preconditioning reduced leukocyte-endothelial interactions and normalized the expression of endothelial adhesion
molecules involved in this process. Although we recognize the limitation of an experimental model, our findings suggest
that local and remote ischemic preconditioning minimize the endothelial dysfunction and leukocyte recruitment events

that play a central role in systemic inflammation and multiorgan dysfunction after major aortic reconstructions.

Acute tissue ischemia has been recognized as a major
cause of morbidity and mortality in patients who require
supraceliac aortic clamping. Reperfusion, despite being es-
sential to retain organ integrity, is also distinguished as a
damaging process that magnifies the initial ischemic insult
and results in widespread inflammation and multiorgan
dysfunction.
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The pathophysiology of ischemia and reperfusion
(I/R) injury is complex. Different pathways converge to
microcirculatory derangements and acute inflammatory re-
actions' through the recruitment of circulating leukocytes
in a multistep process within the postcapillary venules.” The
activated endothelial cells promote leukocyte rolling and
subsequent adhesion mediated largely by means of P- and
E-selectin and intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-
1), respectively.® The rolling and adhesion are fundamental
steps for the leukocyte transmigration and the amplification
of inflammatory response.*® The 1/R injury affects leuko-
cyte behavior, observed in intravital microscopy prepara-
tions and increases the expression of endothelial adhesion
molecules.®*°

One of the most studied forms to mitigate the I/R
injury is ischemic preconditioning (IPC). It consists of brief
periods of ischemia and reperfusion before the more pro-
longed transient ischemia. In its classic form, the precondi-
tioning stimulus is applied directly to the same tissue that
will sustain the I/R lesion.” Another way in which IPC can
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Fig 1. Dissection of abdominal aorta: (A) Supraceliac aortic control, for (B) tourniquet formation, and (C) infrarenal
aortic control, for (D) tourniquet formation. E; During the experiment, the animal was placed on a heated platform.
F, Illustration shows the final aspect of surgical preparation with the abdominal wall closed and Rumel tourniquets
brought out of the wound to allow aortic occlusion and release without mesentery exposure.

be achieved is for the preconditioning stimulus to be ap-
plied in a distant tissue within the same® or in a different
organ.” These IPC maneuvers, either local or remote, are
particularly applicable to surgical patients who will undergo
invasive or open surgical interventions.*°

Compromise of mesentery perfusion has been impli-
cated as a central event in multiorgan dysfunction after
sepsis and in different shock status.'**'? The microcircula-
tory effects of multivisceral I/R due to aortic cross-clamp-
ing are not clear, and the effects of IPC to mesentery
microcirculation in this setting are not defined. The aim of
this study was to test the hypothesis that local or remote
IPC may provide protection against I/R injury in rats
undergoing supraceliac aortic occlusion through the mod-
ulation of mesenteric leukocyte-endothelial interactions
evaluated with intravital microscopy and expression of ad-
hesion molecules.

MATERIAL AND METHODS

The experimental protocol in this study was approved
by the Ethical Committee of Federal University of Sio
Paulo and was performed according to National Institutes
of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Ani-
mals.

Animal model and surgical preparation. Fifty-six
male Wistar rats (weight, 190-250 grams) were fasted
overnight before the procedure, with free access to water.

Anesthesia was induced with intraperitoneal sodium pen-
tobarbital (50 mg/kg). Through a right anterior cervical
incision, a tracheostomy was performed to allow airway
control, spontaneous breathing, and secretions removal.
The common carotid artery and external jugular vein were
dissected and cannulated with polyethylene catheters. Ve-
nous access was used to inject solutions. Arterial access was
used to monitor mean arterial pressure (MAP; MP 100,
Biopac System Inc, Goleta, Calif).

Through a midline abdominal incision, the aorta was
dissected and controlled proximally at the supraceliac por-
tion between the diaphragmatic crura (Fig 1, A) and dis-
tally at the aortic bifurcation (Fig 1, C). The strings of the
aortic control were used to create a 4-cm-long Rumel
tourniquet (Fig 1, B and D). The abdominal wall was
sutured, and these tourniquets were exteriorized at the top
and at the bottom of the wound to allow aorta occlusion
and release during the experiment (Fig 1, E and F). The
abdominal wall was closed to reduce ambient exposure and
manipulation of the mesentery to minimize basal inflam-
mation, which could bias our results. The aortic occlusion
and release necessary in some experimental groups was
confirmed by an abrupt rise and fall of the MAP. Heparin
was administered intravenously (100 IU /kg), and the ani-
mals were kept warm during the experiment with a heated
platform set to 98.6°F on top of which a metallic plate was
placed with the animal laying on it.
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Experimental design and study groups. After the
same initial surgical preparation and stabilization, the ani-
mals were allocated into four experimental groups accord-
ing to the duration of I/R. The control group was kept at
rest during the entire experiment, without aortic occlusion.
The IR group underwent 20 minutes of supraceliac aortic
occlusion, followed by 120 minutes of reperfusion. The
local IPC group (LIPC) underwent two cycles of suprace-
liac occlusion (5 minutes of ischemia and 5 minutes of
reperfusion), followed by 20 minutes of supraceliac aortic
occlusion and 120 minutes of reperfusion. The remote IPC
(RIPC) group underwent two cycles of infrarenal occlusion
(10 minutes of ischemia and 10 minutes of reperfusion),
followed by 20 minutes of supraceliac aortic occlusion and
120 minutes of reperfusion (Fig 2, A). Seven animals from
cach group were used for intravital microscopy study and
another seven for immunohistochemistry analysis.

The hemodynamic stability at the supraceliac clamp
opening (occluded for 20 minutes) was accomplished by an
infusion of 1.5 mL of saline 0.9%. Subsequent doses of 0.5
mL of saline 0.9% were administered after 30, 60, 90, and
120 minutes of reperfusion. This volume expansion was
provided at the same time for all four groups. At the end of

the experiment, the animals were exsanguinated by aortic
puncture.

Direct vital microscopy of mesenteric microcir-
culation. Microcirculatory blood flow as well as leukocyte-
endothelial cell interaction was evaluated through intravital
microscopy at the end of the experiment (=2 hours of
reperfusion) by an independent investigator blinded to the
study group. The previously sutured abdominal incision
was opened and the mesentery was exposed for the in vivo
examination. The animals were maintained on a special
board warmed by circulating water at 37°C that also in-
cluded a transparent platform on which the mesentery was
positioned. During the period of intravital observation, the
exposed mesentery surface was kept moist by continuously
dripping warmed (37°C) Krebs-Henseleit solution (113
mmol/L NaCl, 4.7 mmol/L KCl, 2.5 mmol/L CaCl,.
2H,0, 25 mmol/L NaHCOj, 1.1 mmol/L MgSO,, 1.1
mmol/L KH,PO,, and 5 mmol/L glucose, pH 7.20-7.40)
saturated with a mixture of gases (95% N, and 5% CO,) in
attempt to sustain microcirculatory characteristics un-
changed throughout the intravital microscopic analysis.

The mesenteric microcirculation was assessed after 10
minutes of stabilization. Three to five postcapillary venules
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Fig 3. Representative intravital photomicrographs of mesenteric postcapillary venules (original magnification X100)
from (A) control, (B) ischemia and reperfusion (I/R), (C) local ischemic preconditioning (LIPC), and (D) remote

ischemic preconditioning (RIPC) groups.

(diameter 15-25 pm) with corresponding adjacent intersti-
tium were selected for each animal (Fig 3). A charge-
coupled device color camera (TK-C1380U, JVC Co, To-
kyo, Japan) was incorporated to a trinocular microscope
(Axioplan 2; Carl Zeiss Co, Miinchen-Hallbergmoos, Ger-
many) to facilitate the observation of the enlarged image
(original magnification X425) on a microcomputer moni-
tor (SyncMaster 753DFX; Samsung, Manaus, MA, Brazil).
Analyses of leukocyte-endothelium interactions were per-
formed online by using Axiovision 4.1 image-computer
software (Carl Zeiss Co) with an incorporated modulus of
interactive measurements and time laps. Images were
stored, enabling off-line playback analysis.

Leukocyte behavior

Rolling leukocytes. Rolling leukocytes were defined
as white blood cells that moved significantly slower than the
erythrocytes in a given microvessel. The number of rolling
leukocytes was presented as the mean number of cells
passing at a designated line perpendicular to the venular
axis per 10 minutes. A given section of the vascular bed was
tested only once. Three to five microvessels were randomly
selected on a single animal to avoid improper sampling
variability due to any flow disturbance. The individual value
of a given animal for rolling leukocytes was the mean of
these vessels observations (3, 4, or 5), and the final mean
and standard error of this variable was derived from just one
value for each animal. Individual leukocyte rolling velocity

was calculated from the time required for a steady rolling
leukocyte to travel a defined distance in the microvessel.

Rolling velocity in each vessel was determined as the
average velocity of 10 leukocytes. The same three to five
microvessels were tested on a single animal to avoid im-
proper sampling variability due to any flow disturbance.
Individual value of a given animal for leukocyte rolling
velocity was the mean of these vessels observations (3, 4 or
5), and the final mean and standard error of this variable
was derived from just one value for each animal. Results are
presented as micrometers per second.

Adherent leukocytes. A leukocyte was considered to
be adherent to the venular endothelium if it remained
stationary for more than 30 seconds. Adherent cells were
counted during a 10-minute period in a 100-pwm segment
of the vessel. Three to five microvessels were randomly
selected on a single animal to avoid improper sampling
variability due to any flow disturbance. The individual value
of a given animal for adherent leukocytes was the mean of
these vessels observations (3, 4 or 5), and the final mean
and standard error of this variable was derived from just one
value for each animal.

Migrated leukocytes. The number of leukocytes ac-
cumulating at the connective tissue, randomly selected
adjacent to the chosen postcapillary venule, was determined
in a standard area of 5000 wm?. Three to five different fields
were evaluated for each microvessel to avoid improper
sampling variability due to any previous flow disturbance.
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Fig 4. Representative photomicrographs of E-selectin immunofluorescence (original magnification X1000) from (A)
control, (B) ischemia and reperfusion (I/R), (C) local ischemic preconditioning (LIPC), and (D) remote ischemic

preconditioning (RIPC) groups.

The individual value of a given animal for migrated leuko-
cytes was the mean of these field observations (3, 4, or 5),
and the final mean and standard error of this variable was
derived from just one value for each animal. Three to five
microvessels were selected on a single animal to avoid
sampling variability.

Immunohistochemistry. At the end of the experi-
ment, animals were exsanguinated by aortic puncture. The
mesentery was dissected from the intestines and immersed
in hexane while freezing into liquid nitrogen. Immunohis-
tochemistry was chosen to evaluate the expression of adhe-
sions molecules and localize it in the mesenteric microves-
sel. An independent investigator blinded to the study group
performed this analysis.

Serial 8-pm cryostat sections were adhered to glass
slides previously coated with organosilane (Sigma Chemical
Co, St. Louis, Mo). For the immunodetection of [CAM-1,
P-selectin, and E-selectin (Santa Cruz Biotechnology Inc,
Santa Cruz, Calif), samples were fixed in acetone and
exposed to 3% hydrogen peroxide. SuperBlock buffer
(Pierce Biotechnology, Rockford, Ill) was used to block
nonspecific sites. Tissue sections were incubated overnight
at 4°C with a biotin-conjugated antirat immunoglobulin G
antibodies against ICAM-1, P-selectin, and E-selectin. All
these antibodies were diluted 1:50 in phosphate buffered
saline (PBS) containing 0.3% Tween 20. After being rinsed
in PBS three times for 10 minutes, sections were incubated
with streptavidin-fluorescein (Amersham Pharmacia Bio-

tech, London, UK; diluted 1:200) for 1 hour at room
temperature. Samples were washed three times with PBS
were treated with Vectashield mounting medium contain-
ing propidium iodide (Vector Labs, Burlingame, Calif) to
preserve the fluorescence (Fig 4). Negative control samples
were incubated with PBS instead of the primary antibody.
Analyses were performed by using Image-Pro Plus 4.1
software (Media Cybernetics, Silver Spring, Md), which
measures the intensity levels of fluorescence within the
image. Results are presented as mean fluorescence intensity
in units.

Statistical analysis. Data are expressed as mean =*
standard error of the mean. Paired-sample ¢ test was used
for repeated measurement variables. Multiple comparisons
between groups were performed using one-way analysis of
variance, with post hoc analysis with Tukey, Tamhane, or
Dunnett T3 tests, according to the Levene test of homo-
geneity of variance. Significance was set at P < .05.

RESULTS

Hemodynamic. At baseline, MAP was similar be-
tween groups (105.7 = 1.9 mm Hg, P=.177). Supraceliac
aortic occlusion always resulted in a significant MAP in-
crease compared with baseline values, the preceding time,
or the control group corresponding time (P < .001).
Release of supraceliac aortic occlusion always caused a
significant MAP decrease to values below the baseline or
control group corresponding time (P < .001). Infrarenal
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Fig 5. Mesenteric leukocyte-endothelium interaction. A, Number of rolling leukocytes, (B) velocity of rolling
leukocytes, (C) number of adherent leukocytes, and (D) number of migrated leukocytes in control, ischemia and
reperfusion (IR ), local ischemic preconditioning (LIPC), and remote ischemic preconditioning (RIPC) groups. Data
expressed as mean * standard error for seven animals per group. *P < .05 vs control. TP < .05 vs IR.

aortic occlusion in the group did not increase MAP, but
release caused a transient significant decrease in MAP (P <
.05; Fig 2, B).

Mesenteric leukocyte-endothelium interactions. The
mean diameter of unbranched postcapillary venules was
18.44 = 0.37 pm and did not differ among groups (P =
.275). The number of leukocytes rolling along the endo-
thelial surface was 119.14 = 3.91 cells/10 minutes in
control group. The IR group increased more than twofold
in this number (250.11 = 11.85 cells/10 minutes, P <
.001 vs control). The number of rolling leucocytes was
raised in the LIPC, to 208.63 = 5.84 cells/10 minutes
(P < .001 vs control), and also in the RIPC group to
197.21 % 11.62 cells/10 minutes (P = .002 vs control).
Compared with the IR group, there was a significant reduc-
tion in the number of rolling leukocytes in the RIPC group
(P=.046) but not in the LIPC group (P = .072; Fig 5, A).
The leukocyte rolling velocity was 97.59 * 9.77 um/s in
the control group. In the other three groups, there were
significant reductions of velocities compared with the con-
trol group (IR: 47.15 * 6.45 pm/s, P = .008; LIPC:
57.83 £ 3.60 wm/s, P = .033; and RIPC: 53.03 £ 1.8
wm/s, P = .021; Fig 5, B).

The number of adherent leukocytes was 3.60 = 0.38
cells/100 pm venule length in the control group. The IR
group had more than a fivefold increase in this number

(19.20 £ 0.55 cells /100 pwm venule length, P<.001). The
LIPC and RIPC groups also raised the number of adherent
leukocytes (LIPC: 15.63 = 0.60 cells/100 pm venule
length; RIPC: 15.26 = 0.86 cells/100 wm venule length,
both P < .001 vs control), but these boosts were signifi-
cantly lower than the in IR group (P = .002 vs LIPC, and
P = .001 vs RIPC; Fig 5, C). Leukocyte transmigration
followed the same trend of leukocyte adherence. The num-
ber of migrated leukocytes was 3.67 = 0.30 in controls,
19.96 £ 0.79 in IR, 14.92 = 0.39 in LIPC, and 14.58 =
0.79 cells/5000 pm? in RIPC. This phenomenon was
significantly less intense in the control group than in the
other groups (P < .001), and the number of migrated
leukocytes in the LIPC and RIPC groups was significantly
lower than in the IR group (P < .001; Fig 5, D).
Immunohistochemistry: Expression of P-selectin,
E-selectin, and ICAM-1. Mesenteric expression of P-
selectin almost doubled in the IR group compared with the
control group (5.44 = 0.69 vs 2.84 = 0.36, P = .015).
The fluorescence intensity of P-selectin was decreased in
the LIPC (1.44 = 0.29) and RIPC (1.33 = 0.10) groups.
These values were significantly lower than the IR group
(P<.000) and were also lower than the control group (P =
.012 vs LIPC, P = .003 vs RIPC; Fig 6, A). E-selectin
expression was more than 2.6-fold more intense in the IR
group than in the controls (6.86 * 1.01 vs 2.62 = 0.39,
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P = .009). In the LIPC and RIPC groups, this raise was
abolished (2.09 = 0.16 and 1.90 = 0.16, respectively),
rendering the fluorescence detection of E-selectin in these
groups similar to the control group and significantly lower
than the IR group (P < .005; Fig 6, B). ICAM-1 expression
was amplified threefold in the IR group compared with the
control group (7.75 = 0.91vs 2.53 £ 0.28, P<.000). The
LIPC and RIPC groups did not show increased expression
of ICAM-1, and it was lower in both of these groups than in
the IR group (P < .005). In RIPC group the down-
expression ICAM-1 was more pronounced than LIPC (P =
.022; Fig 6, C).

DISCUSSION

This study characterized the microcirculatory response
to I/Rinjury and the effect of local and remote IPC caused
by supraceliac aortic occlusion in a clinically relevant exper-
imental model. I/R injury is an integrant part of major
vascular procedures. Despite great advances in less invasive
endovascular techniques, complex aneurysmal disease in-
volving the visceral aorta still requires surgical interven-
tion."® Aortic occlusion at this level causes transient blood
supply blockage to one or more visceral organs, and it is
well recognized that this I/R injury is a very distressful
situation.* Techniques used to decrease total ischemic
time, such as distal aortic perfusion using left heart bypass,
have proven to be effective in thoracoabdominal aortic
aneurysm repair,'®'® but morbidity and mortality of vis-
ceral aortic reconstruction remains high, especially if uns-
elected data are considered.'” The principal finding of this
study is that local and remote IPC reduce the inflammatory
response of I/R injury, documented in vivo by the down-
regulation of the multistep process of leukocyte recruit-
ment and also by the down-expression of endothelial adhe-
sion molecules.

Microvascular dysfunction plays a central role in I/R
injury and results from the amplified adhesive interactions
between activated leukocytes and endothelial cells of post-
capillary venules.? Different models of I /R injury demon-
strated up-regulation of adhesion molecules P-selectin, E-
selectin, and ICAM-1,*%-'* and the blockage or absence of
one or more of these molecules causes a reduction of
leukocyte accumulation.?®

Our results demonstrated that isolated I/R injury in-
creased the expression of P- and E-selectin. The IPC, either
local or remote, conversely, led to a down-expression of
these endothelial molecules. Interestingly, P-selectin ex-
pression in local or remote preconditioned animals was
even lower than in controls. This finding, to some extent,
contrasts with our intravital microscopic observations. The
I/R injury increased the number of rolling leukocytes and
decreased the rolling velocity, but the effect of local or
remote IPC on that, despite being protective, was just
marginally significant.

Supraceliac occlusion increased ICAM-1 expression,
but not in preconditioned animals. The leukocyte behavior
also follows this observation, with the more pronounced
differences detected in the numbers of stickers and mi-
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grated leukocytes, with a fivefold to sixfold increase in
animals that underwent I/R injury. Local and remote
preconditioning again effectively decrease these steps of
leukocyte recruitment.

Some human observations are already available. IPC
has long been established to exist in humans. Local IPC was
able to preserve endothelial function and modulated in-
flammatory cell recruitment in volunteers who underwent
forearm I1/R,*! what was later demonstrated to happen
with contralateral arm (remote) IPC.?? In clinical observa-
tions, local IPC reduced troponin T release 72 hours after
coronary arterial bypass grafting (CABG).?* During percu-
taneous coronary intervention (PCI), local IPC resulted in
less ST-segment elevation, chest pain severity, regional wall
motion abnormalities, and diastolic abnormalities.?* De-
spite promising results, studies of local IPC did not fully
achieve usefulness in the field of aortic surgery.

The less invasive nature of remote IPC makes it more
amenable for tests in different clinical scenarios. Children
undergoing repair of congenital heart defects were ran-
domized to receive remote IPC using a lower limb blood
pressure cuff or control treatment, and there was a decrease
in postoperative levels of troponin I and inotrope require-
ments.>® Remote IPC using upper limb blood pressure cuff
also had a positive effect in adult patients undergoing
CABG, reducing the overall serum troponin T serum con-
centration up to 48 hours after surgery.?® In patients with
abdominal aortic aneurysm, remote IPC was evaluated with
temporary iliac clamping before the aortic repair.*® This
randomized controlled trial demonstrated a reduction in
renal impairment and myocardial injury and also in infarc-
tion in preconditioned patients independent of other clin-
ical or surgical covariables. A recently randomized trial of
242 consecutive patients showed that remote IPC, through
the inflation of an upper arm pressure cuft, decreased the
troponin I concentration at 24 hours in elective PCI and
decreased the major adverse cardiac and cerebrovascular
events at 6 months.>”

The modifications induced by local and remote IPC are
not totally clear. It is recognized that IPC confers different
phases of protection. The early phase is independent of
protein synthesis, with post-translational modifications.
The late phase, known as second window of protection
(SWOP), is mediated by synthesis of new proteins due to an
altered gene expression.?® Our model reproduces an acute
situation like that of thoracoabdominal aortic repair, and it
was not our intent to investigate the adaptive response of
SWOP.

To our knowledge, this is the first investigation ad-
dressing microvascular dysfunction assessed with direct
mesenteric intravital microscopy observation of leukocyte-
endothelial interactions and evaluation of adhesion mole-
cules expression in a proper model mimicking supraceliac
aortic clamping to test the protective effect of local or
remote preconditioning. In our experimental protocol, the
I/R injury was achieved with 20-minute supraceliac occlu-
sion, a period that allowed 120 minutes of reperfusion
without death in our preliminary studies and was also
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applied by others.>* Considering the lack of robust evi-
dence and agreement about the more appropriate times of
multivisceral local IPC or muscular remote IPC for su-
praceliac aortic occlusion, we used the most common and
accepted protocols applied for intestine, > liver,®! and skel-
etal muscle' 3233 to respect individual organ susceptibility
to I/R injury. For local IPC, the great sensitiveness of
intestine to I/R injury led to two 5-minute ischemia and
5-minute reperfusion cycles. For remote IPC, the better
resistance of skeletal muscle to I/R injury led to two
10-minute ischemia and 10 minute-reperfusion cycles.

Our experimental protocol has some limitations. We
used healthy rats, without blood loss and fluid shifts that
characterize aortic surgery in adults. Typically, cardiovascu-
lar, pulmonary, and renal dysfunctions are present in these
patients and contribute substantially to the high rate of
complications observed. Moreover, this is an acute proto-
col. Survival studies as well as larger animal models are
needed to further evaluate organ dysfunction and long-
term effects of the procedure. On the other hand, this
well-standardized protocol allows us to demonstrate the
effect of local and remote IPC on leukocyte-endothelial
interactions with intravital microscopy that cannot be per-
formed in humans. Our results support our hypothesis that
IPC, either local or remote, may be beneficial to humans
undergoing elective aortic repair.

CONCLUSIONS

Visceral and muscular ischemia caused by supraceliac
aortic occlusion produces an intense inflammatory reaction
in postischemic reperfused tissues. These changes modity
leukocyte behavior and adhesion molecule expression. Lo-
cal and remote IPC in this setting renders tissue more
resistant to the deleterious effects of the prolonged I/R
insult. Our study, in a proper model for aortic surgery, adds
more evidence of the protective benefits of IPC. From a
practical standpoint, these IPC maneuvers could be applied
to humans, and this is particularly true for remote IPC, due
to less risk of distal embolization from thrombus dislodg-
ment or plaque fracture during arterial clamping, for exam-
ple. Nevertheless, larger trials investigating IPC are still
needed for a wider acceptance of this strategy to mitigate
I/R injury and subsequent systemic inflammatory reaction
as well as multiorgan dysfunction in major aortic surgery.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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