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Resumo |

Introducéo: O trato gastrintestinal exerce um papel central na resposta
catabdlica da proteina apos lesdo ou infecgdo. Avaliaram-se a tirosina (um
indice de protedlise global) e a liberacdo de lactato no perfusado do lumen
intestinal durante a ligacdo da artéria mesentérica superior (AMS). O objetivo
deste estudo é determinar se o fluxo de tirosina proveniente do compartimento
intracelular para o lumen poderia ocorrer durante lesdo do intestino induzida
por isquemia. Métodos: Catorze coelhos da raca New-Zealand foram divididos
em dois grupos (grupo I: controle, n=6 e grupo Il: isquemia, n=8). Os fluxos da
artéria mesentérica superior (Qswa) € da aorta (Qaorta) foram mensurados
usando sondas de fluxo ultra-sénicas. Isolou-se, para realizar a perfusdo, um
segmento do ileo usando dois cateteres multilumen com baldes inflados para
delimitar um segmento fechado. Em um segundo segmento intestinal, colocou-
se um cateter de tonometria (TRIP® Tonometry Catheter, Datex, Finland).
Submeteram-se os animais no grupo Il a ligagdo da AMS apds mensuragdes
iniciais. Determinaram-se as concentracdes de lactato e tirosina no soro e no
perfusado do lumen intestinal (PLI). Analisou-se a Tirosina pelo método de
fluorometria como descrito anteriormente. (1) Resultados: As concentragdes
de lactato aumentaram significativamente no PLI apés ligacdo da AMS em 4
horas no grupo Il (de 0,1 £ 0,7 mEq/l para 3,3 £ 1,6 mEq/l em 2 horas) em
comparagao com o controle (de 0,1 £ 0,5 mEqg/l para 0,3 £+ 0,1 mEqg/l em 2
horas) (p<0,05). A tirosina no lumen aumentou significativamente durante a
isquemia em comparagdo com o controle em 2 horas (de 10,1 + 7,7 mM/ml

para 93 £ 63 mM/ml, grupo Il; de 9,9 + 7,8 mM/ml para 25,6 + 24,0 mM/ml,



Xi

grupo |, p<0,05). Concluséo: O fluxo da tirosina proveniente do compartimento
intracelular para o lumen ocorreu nesse modelo, sugerindo uma protedlise

induzida pela isquemia intestinal, e um potencial papel para a tirosina como um

marcador da lesao celular.

Palavras-Chave: 1. Isquemia intestinal; 2. Marcador de isquemia; 3. Tirosina;

4 .| actato; 5. Tonometria gastrica; 6. Coelhos.
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Abstract

Introduction: The intestinal tract plays a central role in the protein
catabolic response after infection or injury. Tyrosine (an index of overall
proteolysis) and the release of lactate in intestinal luminal perfusate (ILP) during
ligation of the superior mesenteric artery (SMA) were assessed. The present
study aims to determine whether tyrosine flow from intracellular compartment to
lumen could occur during ischemia induced-gut injury. Methods: Fourteen New-
Zealand rabbits were allocated into 2 groups (group |: control (n=6) and group
[I: ischemia (n=8). SMA (Qsma) and aortic (Qaorta) flows were measured using
ultrasonic flow probes. A segment from the ileum was isolated using two
multilumen tubes with inflated balloons to delimit a closed segment to be
perfused. In a second gut segment, a tonometric catheter (TRIP® Tonometry
Catheter, Datex, Finland) was placed. Animals in group Il were submitted to
ligation of SMA after baseline measurements. The concentrations of tyrosine
and lactate in intestinal lumen of both serum and perfusate were determined.
Tyrosine was assayed by the fluorometric method as previously described. (1)
Results: The lactate concentrations significantly increased in ILP after the
ligation of SMA in 4 hours (from de 0.1 £ 0.7 mEq/L to 3.3 £ 1.6 mEqg/L in 2
hours) compared to control group (from 0.1 £ 0.5 mEqg/L para 0.3 £ 0.1 mEqg/L in
2 hours) (p<0.05). Luminal tyrosine significantly increased during ischemia
compared to control group in 2 hours (from 10.1 + 7.7 mM/mL to 93 + 63
mM/mL, group Il; from 9.9 + 7.8 mM/mL to 25.6 + 24.0 mM/mL, group |,

p<0.05). Conclusion: Tyrosine flow from intracellular compartment to lumen
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occurred in this model suggesting ischemia-gut-derived proteolysis and a

potential role for tyrosine as a marker of cell injury.

Key-Words: 1. Intestinal ischemia; 2. Ischemia marker; 3. Tyrosine; 4.Lactato;

5. Gastric tonometry; 6. Rabbit.
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1. Introducéao

1.1. Isquemia Intestinal

O envelhecimento da populacdo esta intimamente relacionado ao
progresso da medicina e a um maior acesso de pessoas ao sistema de saude,
que em Uultima analise, € o reflexo do desenvolvimento sécio-econémico do
pais.(1?

Os avangos médicos ndo sO propiciaram um aumento na sobrevida da
populagdo, como também contribuiram para que entidades nosoldgicas, como
a isquemia mesentérica, pouco diagnosticada no passado, se tornassem
freqlientes nos dias de hoje.!""?

Os processos isquémicos, consequentes as lesdes arteriais comumente
observadas, e motivos de intensos estudos no territério cerebral e cardiaco,
sao raramente diagnosticados no aparelho gastrintestinal.(s) Os processos
oclusivos agudos do sistema gastrintestinal acometem aproximadamente 2.000
pessoas a cada ano na Inglaterra, em contraste com aproximadamente
100.000 casos de infarto agudo do miocardio. Essa diferengca tdo marcante
reside no fato, entre outros, de que as artérias do trato intestinal apresentam
uma rica rede anastomoética entre suas principais tributarias. Todavia, os
processos isquémicos decorrentes de lesdo intestinal desempenham um papel

central em uma variedade de condi¢des clinicas, como transplantes de 6rgaos,

cirurgias cardiacas e vasculares, e enterocolite necrotizante em neonatos.®
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A isquemia mesentérica consiste na insuficiéncia aguda ou crénica de
fluxo sanguineo (FS) para todas as partes, ou para apenas partes do intestino,
impedindo a nutricdo adequada dos o&rgaos correspondentes. Existe
variabilidade nos padrées de suprimento sanguineo para o trato gastrintestinal
(TGI), mas em geral o esttmago e o duodeno, sao irrigados pelo tronco
celiaco, o intestino delgado e 2/3 do intestino grosso, pela artéria mesentérica
superior (AMS) e o colo descendente, pela artéria mesentérica inferior.® As
células musculares lisas dos vasos (controle intrinseco), metabdlitos locais e
um componente do sistema nervoso regulam o fluxo intestinal de maneira
complexa.

Periodos prolongados de isquemia causam morte celular e consequente
deterioragao funcional do érgéo. Adicionalmente, apds a restauragéo do fluxo
sanguineo, o tecido morto iniciard o desenvolvimento de uma resposta
inflamatdria. A xantino-oxidase (XO), encontrada no endotélio, bem como no
epitélio intestinal, tem um papel importante como mediadora da lesdo de
reperfuséo.(e) Em  condicbes normais, essa  substancia  existe
predominantemente como xantino-desidrogenase (XD). Contudo, com a
isquemia, a xantino-desidrogenase é convertida em xantino-oxigenase. Ao
mesmo tempo, ocorre a diminuicdo de trifosfato da adenosina (ATP) com
aumento dos niveis de metabdlitos de purina: hipoxantina e xantina. Com a
reperfusdo, o0 oxigénio torna-se disponivel e ocorre a oxidacdo destes
metabdlitos através da xantino-oxidase, gerando degradacdo de metabdlitos

reativos de oxigénio os quais causam lesao tecidual.®”
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A producgao de radicais livres durante a fase de reperfusdo, seguindo a
isquemia, é a principal causa de lesao tecidual. Periodos de isquemia seguidos
de reperfusdo determinam maior lesdo na tunica da mucosa do intestino, do
que exclusiva isquemia.(7’8) A isquemia seguida de reperfusdo, ativa a
fosfolipase A2, o fator ativador de plaquetas (PAF) e outros derivados
eicosanodides que agem como quimiotaticos. A consequéncia mais conhecida
do estresse oxidativo € a peroxidacao lipidica. A formacao de radical peroxil
danifica diretamente a membrana celular, modificando sua permeabilidade e
sua integridade.®

Embora o mecanismo de dano intestinal ainda permaneca duvidoso, é
relatado o aumento da permeabilidade vascular e leucosequestracao, além das
préoprias lesdes nas tunicas mucosas, como responsaveis por toda a gama de
faléncias organicas que se instala. Adicionalmente, polimorfonucleares
aderidos ao endotélio liberam granulos contendo NADPH-oxidase dependente
dos metabdlitos reativos do oxigénio ou uma variedade de proteases e
elastases, que interagem sinergicamente para produzir lesao endotelial."® A
lesdo da tunica mucosa do intestino €, potencialmente, danosa em virtude da
possibilidade de quebra da barreira intestinal por alteracbes da permeabilidade
permitindo a translocacdo de germes e de toxinas para a corrente
sangiiinea."”

A isquemia mesentérica € uma das mais graves doencgas circulatérias do

1212) O diagnéstico deve ser suspeito em pacientes idosos

trato gastrintestinal.
com dor abdominal aguda, ou crénica, ou com sintomas gastrintestinais

inexplicados. Tem como principais causas: tromboses intravasculares,
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fendbmenos embdlicos, oclusdes mecanicas ou estados de choque.
Dependendo do tempo de evolugao, esse processo pode resultar em necrose
intestinal ou restabelecimento da circulagdo com reperfusdo do tecido
isquémico.*'? Em algumas circunstancias de infarto mesentérico um obstaculo
mecanico nao esta presente, recebendo por isso a denominacdo de nao
oclusivo.™ A causa mais comum é o baixo débito cardiaco (DC), decorrente
dos estados de choque. Mesmo, os vasopressores utilizados no tratamento de
estados de choque e os digitalicos, sdo substancias capazes de induzir
vasoconstricdo mesentérica, desencadeando ou agravando a isquemia
tecidual."?

Na isquemia mesentérica aguda e nos transplantes intestinais para a
sindrome do intestino curto, ocorrem lesbes de isquemia/reperfusdo que

Y} pesquisadores

limitam o sucesso das técnicas operatorias praticadas.(
estudam solugcbes para limitar a lesdo tecidual decorrente do processo
isquemia/reperfus&o.('51®)

A avaliagdo peri-operatéria de segmentos intestinais, possivelmente,
isquémicos apresenta-se sempre como tarefa de extrema dificuldade para o
cirurgido, persistindo controvérsias acerca do melhor método.9%9 A
determinacao e resseccgao precisas da porgao comprometida do intestino sdo
fundamentais para o sucesso do procedimento.'*?" A nao-resseccdo de
porcdes inviaveis do intestino leva, geralmente, a deiscéncia da anastomose e
a sepse, da mesma forma que a permanéncia de intestino ainda viavel, porém,

ja com lesobes irreversiveis em sua parede, pode fazer com que o paciente

evolua com complicagcdes, como a colite ou a estenose intestinal."® Por outro
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lado, a resseccado desnecessaria de grande extensao de intestino ainda viavel
pode, por outro lado, levar a outras complicagdes, como a chamada Sindrome
do Intestino Curto, implicando em significativa redu¢ao da capacidade absortiva
do paciente e até na necessidade de nutricdo parenteral.'*'®

A terapéutica da isquemia mesentérica continua a representar um desafio
para os profissionais da saude. Apesar dos avancos no seu tratamento com o
uso dos agentes antimicrobianos e medidas de suporte vital, estes tém se
mostrado insuficientes para diminuir a morbidez e mortalidade. Devido a
dificuldades no diagnéstico, o tratamento desses pacientes é frequentemente
retardado. Quando a necrose intestinal ja esta instalada, as taxas de
mortalidade variam de 50% a 80%.% A presenca de marcadores fidedignos de
isquemia seria de grande auxilio e, uma vez aplicados, poderiam representar
um grande avango diagndstico.

Na pratica clinica ndo existem marcadores de elevada sensibilidade e
especificidade para detectar alteragbes isquémicas em segmentos intestinais.
Sinais como leucocitose, acidose lactica e hiperamilasemia tém sido utilizados.
Todavia, estas alteracbes sado pouco especificas e aparecem com elevada
frequéncia em uma grande variedade de patologias de etiologia ndo-isquémica,
como na pancreatite ou perfuragcdes de visceras Outros indicadores de
isquemia intestinal foram avaliados em diferentes estudos com melhores
resultados, como a aménia, a alcool-desidrogenase (ADH), a fosfatase alcalina
intestinal, fosfato sérico a tonometria gastrica, entre outros. %224
A técnica da tonometria gastrica, usada para medir o carbono produzido

por células disoxicas na tunica mucosa do TGI, é considerada um grande
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passo na monitorizagdo da oxigenacgao tecidual regional durante os estados de
choque.®' Baseia-se no principio de que o diéxido de carbono (CO,) se
difunde livremente pelos tecidos e membranas celulares. A técnica classica de
tonometria gastrica utiliza um tubo nasogastrico, com um baldo de silicone
preenchido com solucao salina. Apds um periodo que permite o equilibrio da
solugdo salina com a pressao parcial de CO, (PCO;) do lumen gastrico, uma
amostra é obtida e analisada. A medida da PCO;, luminal pela tonometria
proporciona a estimativa da PCO, da tinica mucosa do estdmago.®>?® A
PCO,i € um marcador fidedigno de disdxia tecidual. Contudo, o gradiente
mucoso-arterial do PCO, (PCO,-gap) tem sido difundido como uma medida
mais fidedigna, pois corrige anormalidades sistémicas do equilibrio do
CO,.%"?® Na pratica clinica a tonometria gastrica vem sendo utilizada para
avaliar a perfusdo da tunica mucosa do estbmago durante o choque. Contudo
nao avalia alteracdes localizadas no fluxo circulatério que ocorre no intestino, a
menos que o cateter seja posicionado no segmento acometido.

Pacientes com isquemia mesentérica apresentam acidose lactica
importante. No entanto, o lactato € simplesmente um indicador do estado
anaerobico, e a acidose lactica € um marcador de perfusao global deficiente,
podendo estar presente em qualquer situacdo critica que se associem as
alteracbes circulatérias, como hipovolemia e ou intensa resposta
inflamatéria.(®>?"

Em diferentes situagdes catabdlicas o balango protéico de determinados
tecidos pode ser avaliado quantificando-se os aminoacidos tirosina e 3-metil-

histidina (3-MH), liberados no meio de incubagédo de tecidos isolados in vitro
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e/ou no intersticio in situ.?® Este modelo foi testado em musculo esquelético e
cardiaco em diferentes estudos. A medida da taxa de liberagao de tirosina pela
fibra muscular reflete a degradacédo de todas as classes de proteinas e nao
distingue entre as proteinas miofibrilares e nao-miofibrilares. A medida da 3-MH
reflete a degradacao de proteinas miofibrilares. O intestino é formado pelas
camadas epiteliais e pelas tunicas serosa e muscular, apenas esta ultima é
composta de musculo liso e contém proteinas miofibrilares. A isquemia
determina lesdo tecidual e, portanto, degradacéo de proteinas com liberagéo

de aminoacidos na corrente sanglinea e nas estruturas circunvizinhas.

1.2. Objetivo

O presente estudo tem como objetivo avaliar o papel da tirosina derivada
da degradacdo de proteinas presentes nas tunicas mucosa e muscular do
intestino como um possivel indicador de lesdo em um modelo de isquemia

induzida pela ligadura da artéria mesentérica superior, em coelhos.
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2. Método

DELINEAMENTO DO ESTUDO

ANESTESIA

Bolus de SF0,9% 6ml/kg e
Ringer 12ml/kg

y

CIRURGIA
20ml/kg total HAES
6ml/kg bolus

Grupo |
Controle

(Sangue e PLI)
Medidas Hemodinamicas
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2.1. Modelo Animal

Foram estudados 14 coelhos Nova Zeléndia, fémeas e machos, adultos,
com peso variando de 2.500 a 3.400 g. Os animais foram manuseados de
acordo com os principios éticos da Comissdo de Etica na experimentacéo
animal (CEEA) da Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto, apds
obtencao de aprovagéao da instituicdo. Os animais receberam agua e ragao ad
libitum até o inicio do experimento.

Ketamina (20 mg/kg) e xylazina (4 mg/kg) foram administradas por via
intramuscular, para indugcdo anestésica e sedacdo. Apds a tricotomia do
abdome e pescogo o animal foi colocado na mesa cirurgica em posigao dorsal,
com o pescoco hiperestendido, e teve suas patas fixadas com elasticos na
mesa cirurgica. O acesso venoso periférico foi obtido pela pungdo da veia
marginal da orelha esquerda (Scalp n° 21 ou 23-G) para infusdo de 20 ml de
SF 0,9% em bolus e manutencao da hidratagao.

Uma traqueostomia foi realizada, e os animais foram colocados sob
ventilagdo mecanica (Ventilador Inter 5, Intermed) com volume corrente (VC)
de 5 ml/kg e a FiO, foi ajustada para manter PaO, entre 80 e 120 mm Hg e,
PaCO; entre 35 a 45 mm Hg. Paralisia neuromuscular foi mantida com a
administragao intermitente de 0,1 mg/kg bolus de pancurénio. Uma infuséo
continua de Ketamina (15-35 mg/kg/h) foi iniciada trés horas apés a indugéo,

para a manutencao da anestesia.
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2.2. Procedimento Cirurgico

Um cateter (20-G) de polietileno foi introduzido na artéria carétida para
afericdo continua da pressédo arterial média (PAM) e para a colheita de
amostras de sangue arterial. Outro cateter (22-G) foi colocado na veia jugular,
para afericado da pressao do atrio direito (PAD).

Uma laparotomia mediana foi realizada e analisadores de fluxo ultra-
sbnicos (Transonic System Inc., Ithaca, NY) foram colocados na artéria
mesentérica superior, proximos a origem do tronco celiaco e, na parte
abdominal da aorta, para medidas continuas do fluxo sanguineo (Qams € Qaorta)-

Segmentos do intestino foram delineados na parte média do ileo. Uma
enterotomia foi realizada, na borda antimesentérica, para colocagcao de dois
cateteres para irrigacao (Cateter de Folley 8) e drenagem (Cateter de Folley
10) do liquido de perfusao da luz intestinal, de modo a delimitar um segmento
de alca intestinal fechado, de 5 cm, fixado com sutura em bolsa.®® Os baldes
foram delicadamente insuflados com soro fisiolégico 0,9% e sob visualizagao
direta, para evitar les&o de pressao, permitindo a oclusdo de um segmento do

intestino a ser estudado (Figura 1).

2.3. Perfusado Luminal Intestinal

A limpeza da luz do segmento intestinal foi realizada com a infuséo

cuidadosa de 20 ml de uma solugéao salina pelo cateter de Folley. A solugao do

PLI, composta de solugéo fosfatada tamponada (PBS), foi infundida a uma taxa
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de 8 ml/h. A cada hora, durante 4 horas do experimento, o volume de PLI
presente no segmento foi totalmente recuperado para analise.

Em um segundo segmento mais distal do ileo, um cateter de tonometria
(TRIP® Tonometry Catheter, Datex, Finland) foi posicionado através de uma
incisdo na borda antimesentérica e fixado com sutura em bolsa.

A temperatura corporal foi mantida entre 35-39°C com focos de luz. As
medidas basais foram obtidas apdés um periodo de recuperagdo de 45 a 60

minutos.

Figura 1. Cateteres posicionados na luz do ileo, delimitando um segmento do

intestino.
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2.4. Procedimentos

Os animais foram aleatoriamente classificados em 2 grupos: Grupo |
(Controle), n=6, recebeu 12 ml/kg/h de Ringer lactato (RL); Grupo Il (Isquemia)
n=8, foi submetido a isquemia intestinal através da ligadura da AMS e recebeu
12 ml/kg/h de RL. Todos os grupos receberam bolus de 20 ml de soro

fisioldgico 0,9% apds o término da cirurgia.

2.5. Métodos Analiticos

Apods o periodo de estabilizagdo do animal (45-60 min) foram realizadas
as medidas basais de PAM, FC, temperatura retal, PAD, Qaus, Qaorta €
Ventilometria. Amostras de sangue arterial e de PLI foram coletadas a cada
hora para analises de gases (ABL-5, Radiometer, Copenhagen, Denmark),

lactato (EML 105 Radiometer, Copenhagen, Denmark) e tirosina (Fluorimetro).

2.5.1. Tonometria

Para a analise por tonometria, 1 ml de solugao salina a 0,9% foi colocado
no balao de silicone do tonémetro, e um tempo de equilibrio de 45-60 min foi
estabelecido antes das medidas. Os primeiros 0,7 ml aspirados foram
desprezados, e a analise foi realizada imediatamente nos 0,3 ml restantes, em

um analisador de gases sanguineos (ABL 500 radiometer, Copenhagen,
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Denmark). O gradiente mucoso ileo-arterial da PCO, (PCO»-gap) foi calculado,
como a diferenca entre a PCO, do ileo e a do sangue arterial. ®® As medidas

foram realizadas a cada 1 h.

2.5.2. Metodologia da Tirosina

Para a analise da tirosina foram coletadas amostras de sangue arterial e
PLI dos coelhos e centrifugados para posterior andlise.

A tirosina foi analisada pelo método de Waalkes e Udenfriend.®'3*

2.5.3. Critérios para Avaliacdo do Grau de Lesdo da Tunica

Mucosa

Cada animal recebeu uma injecao letal de potassio 0,9% no final do
experimento. Um segmento da parte distal do ileo foi imediatamente retirado,
aberto pela borda antimesentérica e fixado em formol a 10%, para posterior
processamento histolégico. O grau de lesdo da tunica mucosa foi avaliado no

estudo histolégico.®® (Quadro 1).

2.6. Metodologia Estatistica

Os resultados sao apresentados como média £ DP. A analise de variancia

(ANOVA) foi utilizada para medidas repetidas, com correcado pelo teste de
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Bonferroni para comparagdes multiplas. O grau de lesao histologica foi avaliado
com o teste de Mann-Whitney. Os testes estatisticos aplicados aceitaram como

valores significantes, niveis de p<0,05.

Quadro 1. Critérios para graduacao de lesdo da mucosa ileal.

Grau Morfologia

0 Vilosidades bem constituidas, sem lise celular ou espagamento entre
as vilosidades

1 Formacéao do espaco subepitelial de Gruenhagen

2 Aumento do espaco subepitelial com levantamento moderado do
epitélio para fora da lamina prépria da mucosa

3 Levantamento macico do epitélio

4 Destruicdo das vilosidades com exposi¢cao da lamina prépria da
mucosa e de capilares dilatados

5 Destruicdo de toda a tunica mucosa, hemorragia e ulceragdes




3. RESULTADOS |




18
Resultados

3. RESULTADOS

3.1. Andlise Geral

Foram estudados 14 animais divididos em 2 grupos, grupo | (controle)
com 6 coelhos e grupo Il (isquemia) com 8 coelhos. Todos 0s grupos

receberam a mesma quantidade de fluidos em relagdo ao peso corporal.

3.2. Dados Hemodinamicos

Apods a oclusao da AMS, a PAM foi significativamente menor no grupo Il
do que no grupo | as 2 horas (44,2 + 12,3 mm Hg vs 68,0 + 23,4 mm Hg,
respectivamente; p<0.05) e as 4 horas (55,8 + 17,9 mm Hg vs 78,8 + 20,9 mm
Hg, respectivamente; p<0,05) (Figura 2). A PAD (Figura 3) foi menor no grupo
I do que no grupo | (5,2 + 1,8 cm H»0 vs 9,7 + 2,7 cm H,0 respectivamente, 2h;

p<0,05). O perfil do Qawms esta representado na Figura 4.
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Figura 2. Perfil de pressao arterial média. Valores sdao apresentados como

média/DP. *: p<0,05 vs grupo |. (grupos: |l:e; Il:m).
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Figura 3. Perfil de pressao do atrio direito. Valores sdo apresentados como

média/DP. *: p<0,05 vs grupo I. (grupos: l:e; Il:m).
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Figura 4. Perfil do fluxo da artéria mesentérica superior. Valores s&o
apresentados como média/DP. *: p<0,05 vs grupo |. #: p<0,05 vs Oh.

(grupos: l:@; 1l:m).

3.3. Capnografia Regional

O PCOz-gap do grupo Il aumentou significativamente as 2h e 4h em
comparagao ao nivel inicial (Oh, -7 + 19 torr; 2h, 43 + 34 torr e 4h, 44 + 28 torr;
p<0.05 para ambos). O PCO,-gap foi significativamente mais elevado no grupo
Il em comparacdo ao grupo | as 2h e 4h (43 + 38 torr vs =12 + 17 torr, 2h; 44 +

28 torr vs 2,2 + 17 torr, 4h; respectivamente; p<0,05 para ambos) (Figura 5).
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Figura 5. Perfil do gradiente de PCO,. Valores sao apresentados como

média/DP *: p<0,05 vs grupo I. #: p<0,05 vs Oh. (grupos: |:@; II:m).

3.4. Medidas das Concentracdes Plasmaticas de Lactato

Niveis séricos de lactato plasmatico foram semelhantes em ambos os
grupos (Figura 6). Porém, houve um aumento significativo apés 4 horas em
comparagao ao nivel basal no grupo Il (de 4,1 + 1,5 mEqg/l para 6,4 + 1,4 mEq/I

p<0,05).
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Figura 6. Perfil do lactato plasmatico. Valores sao apresentados como

média/DP. #: p<0,05 vs Oh. (grupos: . @; Il:m).

3.5. Medidas das Concentracdes de Lactato no Perfusado Intestinal

As concentracdes de lactado aumentaram significativamente no PLI apos
ligadura da AMS em 4h no grupo Il (de 0,1 + 0,7 mEq/l para 3,3 £ 1,6 mEq/l,
p<0,05) mas ndo no grupo | ( de 0,1 + 0,05 mEq/l para 0,3 £ 0,1 mEqg/l, NS). As
concentragdes de lactato no PLI foram significativamente mais elevadas as 2h
(0,2 £ 0,1 mEqg/l vs 3,5 £ 1,2 mEq/l) e 4h (0,3 + 0,1 mEqg/l vs 3,3 + 1,6 mEq/l)

no grupo Il do que no grupo | (p<0,05 para ambos) (Figura 7).



23
Resultados

Lactato PLI
(mEg/l)
e

0 — @ —o

M T 1

0 2 4
Hora

Figura 7. Perfil das concentracbes de lactato no perfusado luminal intestinal.
Valores sao apresentados como média/DP*: p<0,05 vs grupo | #:

p<0,05 vs Oh. (grupos: l: @; Il:m).

3.6. Medidas das Concentracdes de Tirosina no Perfusado Luminal

Intestinal

A tirosina no PLI aumentou significativamente em comparagédo ao nivel
inicial no grupo Il (Oh,10 £ 7,7 mM/ml; 2h, 93 + 63; 4h, 73 + 46 mM/ml, p<0,05)
mas nao no grupo | (Oh, 9,9 + 7,8 mM/ml; 2h, 25,6 £ 24 mM/ml; 4h 54 + 34
mM/ml, NS). A concentragdo de tirosina no PLI foi significativamente mais

elevada no grupo Il do que no grupo | as 2h (93 £ 63 mM/ml vs 26 £ 24 mM/ml;
p<0,05).
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Figura 8. Perfil das concentragdes de tirosina no perfusado luminal intestinal.
Valores sdo apresentados como média/DP *: p<0,05 vs grupo |. #:

p<0,05 vs Oh. (grupos: l: @; Il:m).

3.7. Medidas das Concentracdes de Tirosina no Plasma

Niveis séricos de tirosina foram semelhantes em ambos os grupos (Figura 9).
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Figura 9. Perfil das concentragdes de tirosina plasmatica. Valores séo

apresentados como média/DP. (grupos: |:e; I:m).
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3.8. Avaliacédo das lesdes histoldgicas

Os resultados de espécimes obtidos nos grupos | e Il estdo representados

na Figura 10.
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Figura 10. Grau da lesao histolégica. *: p<0,05 vs grupo |
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4. DISCUSSAO

Diversos marcadores biolégicos foram avaliados como potenciais
indicadores de lesao e isquemia intestinal, porém até o momento nenhum deles
apresenta um perfil adequado para utilizacao rotineira na beira do leito. Nossos
dados demonstraram que o presente modelo animal de ligadura da AMS por 4
horas proporcionou grave quadro de isquemia e lesao intestinal, representadas
pelo aumento das concentragdes de lactado e CO, no PLI seguido de
importante alteragdo histolégica. O aumento significativo da concentragao de
tirosina no PLI em animais com isquemia mesentérica em comparacdo ao
grupo controle, a despeito de niveis séricos semelhantes nos dois grupos,
sugere que este aminoacido, seja um potencial marcador de leséo decorrente
da isquemia intestinal.

Em estudos animais, varios substratos foram avaliados como indicadores
de isquemia intestinal, incluindo contagem de leucdcitos, estado acido-basico,
eletrdlitos ou enzimas. Porém, nenhum deles foi adotado na rotina da pratica
clinica.®®

O uso da amébnia como indicador precoce de isquemia intestinal foi
avaliado em um modelo canino de oclusdgo da AMS. Neste estudo as
concentracdes de amoénia no plasma e liquido ascitico aumentaram precoce e
significativamente nos animais submetidos a oclusdo vascular em comparagéao

(2) Mas, acreditamos que o fato de que niveis séricos de

com o grupo controle.
amobnia podem estar alterados em decorréncia de disturbios do metabolismo,

insuficiéncia hepatica e até do uso de determinados medicamentos, pode ser
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um fator limitante de seu uso como marcador de isquemia.

Vérios autores relataram a Alcool Desidrogenase (ADH) como um
potencial indicador de isquemia intestinal. Em um modelo de oclusdo da AMS
em ratos, as concentragbes de ADH no sangue da veia porta (VP), no
ventriculo direito (VD), na parte dorsal da aorta e na veia cava inferior (VCI)
foram significativamente mais elevadas em animais com isquemia intestinal. A
avaliacdo simultdnea de niveis de Transaminase Glutamico-Oxaloacética e
Transaminase Glutamico-Pirdvica, no sangue da VP e do VD, permitiram
concluir que a origem do ADH € o intestino isquémico e nao o figado, sugerindo
a possibilidade da utilizacdo da medida sérica de ADH como marcador de
isquemia intestinal o que deve ser testado em estudos clinicos.®

O nivel sanglineo de dimero D como um marcador potencial para
isquemia mesentérica foi investigado em ratos. Os niveis de dimero D e
lactato-L iniciais foram avaliados em animais controle e durante a ligadura da
AMS. Porém, os resultados nao sustentam o uso do nivel sanglineo de dimero
D como um parametro isolado no diagndstico da isquemia mesentérica, devido
a trombose arterial. Os autores sugerem que esse parametro possa ser usado
em conjunto com outros testes na eliminagdo da possibilidade de um evento
tromboembdlico.®”)

Outro marcador de isquemia mesentérica descrito € o fosfato sérico.
Concentragdes de fosfato inorganico aumentam nos liquidos corporais apos
infarto intestinal. A elevagao da razdo de depuracgao do fosfato, dos niveis de
fosfato liquido sérico ou peritoneal em caes com fungao renal normal ocorre

apos a oclusdo da AMS.? Contudo, disturbios da funcio renal determinam
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alteragdes nos niveis de fosfato sérico na auséncia de isquemia intestinal.

Outros marcadores avaliados como a desidrogenase lactica (DHL),
amilase, fosfatase alcalina e creatinofosfoquinase (CPK) ndo possuem
especificidade para isquemia mesentérica.®® O aumento da concentracdo de
tirosina no perfusado intestinal, sem elevacdo concomitante dos seus niveis
séricos, sugere liberagdo regional do aminoacido e uma possivel maior
especificidade que deve ser avaliada em testes clinicos.

Os mecanismos fisiopatolégicos da liberagdo de tirosina durante a
isquemia devem ser investigados em outros estudos, mas algumas
possibilidades sao discutidas.

A lesdo da tunica mucosa do TGI desenvolve-se rapidamente durante a
isquemia.®® Ao microscopio dptico, detecta-se uma les&o morfolégica com
perda quase total do revestimento viloso epitelial apés apenas 20 minutos de
isquemia intestinal ou apds 1 a 2 horas de choque. Durante a isquemia, como
mecanismo compensatério o consumo de O, (VO,) intestinal é mantido no
limite inferior da normalidade pelo aumento da taxa de extragdo de O,
(TeO,).®® Sinais de disfuncao, isto &, reducéo do pH intramucoso (pHi) seguido
de aumento da permeabilidade da tunica mucosa do intestino, precedem o
aparecimento de alteragdes morfoldgicas na tinica mucosa do intestino."*®)

A isquemia e a hipdxia tecidual induzem degradagdo de proteinas
presentes na camada epitelial e nas tunicas mucosa e muscular da parede
intestinal, provavelmente pela lesdo oxidativa, desencadeando mecanismos
proteoliticos e determinando a liberagao de tirosina livre no lumen intestinal.

Visto que o tecido nao sintetiza nem decompde esse aminoacido, a liberagao
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da tirosina no lumen intestinal reflete a decomposicao efetiva das proteinas.

As células possuem diversas vias proteoliticas que podem ser ativadas ou
inibidas de acordo com as suas necessidades. Em estados fisiologicamente
alterados ou mesmo em diversas patologias, ocorre a ativagao de diferentes
vias conforme a condicdo e o 6rgdao em questdo. Essas mudangas sao
induzidas por alteracdes dos niveis de diversos hormdnios. As vias proteoliticas
conhecidas sao: protedlise lisossomal, protedlise dependente de calcio e
protedlise dependente de ATP e Ubiquitina.®®

No interior do lisossoma, foram identificadas diversas enzimas
proteoliticas, tais como catepsinas, e outras, as quais se atribui a degradagao
de proteinas de meia-vida longa, de receptores de membrana e de diversas
outras proteinas em condi¢gdes de privagcado nutricional. Essa protedlise ocorre
através de processos nao seletivos, como a macroautofagia (fusdo de
lisossomas com vacuolos originarios do Golgi e do reticulo endoplasmatico liso)
e a microautofagia (invaginagao da superficie lisossomal que leva a producéo
de vesiculas cujo conteudo protéico sofre degradagéo no interior do lisossoma).
Neste processo, as proteinas se ligam a proteina constitutiva de choque
térmico formando um complexo, que entao se liga a um receptor na membrana
lisossomal, permitindo que sejam degradadas pelas proteases lisossomais.®®

O sistema proteolitico dependente de calcio utiliza as calpainas, que sao
cisteino-proteases, existentes nos tecidos em trés formas que diferem quanto a
necessidade de calcio para a sua atividade: a calpaina |, a calpaina Il e a n-
calpaina. Estas ultimas parecem estar envolvidas no controle de proteinas

regulatorias de vida curta e de fatores de transcricdo. Ja as calpainas | e |l
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parecem estar envolvidas, preferencialmente, no controle dos niveis de outras
proteinas constituintes de vias metabdlicas ou de transdugdo de sinal. No
musculo causam uma protedlise limitada das miofibrilas, podendo estar
envolvidas em uma etapa inicial de sua degradagdo bem como no rearranjo da
matriz do citoesqueleto.®%4"

O sistema proteolitico dependente de ATP e ubiquitina é uma via
proteolitica de fundamental importancia para a viabilidade celular. E formado
por uma protease de peso molecular entre 1000 a 1500 kDa, e com um
coeficiente de sedimentagao de 26S, dai ter surgido a sua denominagéo mais
aceita atualmente: proteassoma 26S. Este, por sua vez, é formado por um
nucleo catalitico denominado proteassoma 20S e uma porgdo 19S na qual se
localizam ATPases responsaveis pelo desenovelamento das proteinas a serem
degradadas. Além disso, em algumas de suas subunidades ocorre a ligagao
das cadeias de poli-ubiquitina, que marca a proteina ao qual estéa ligada para a
degradacgdo. A ubiquitina € uma proteina de 76 residuos de aminoacido, peso
molecular 8500 Da. A marcacgado dos substratos a serem degradados ocorre
através de uma cascata multi-enzimatica nas quais enzimas se ligam a
ubiquitina por meio de ligagdes tiol-ésteres. A via dependente de ATP e
ubiquitina atua na degradacao de proteinas anormais oriundas de mutagdes,
erros biossintéticos ou danos causados por agentes fisicos e quimicos. E
também responsavel pela degradagdo de proteinas miofibrilares e pela
renovacgao de proteinas de vida longa ou curta. E a via mais provavel durante a

(39-41

lesédo induzida pela isquemia. ) As vias proteoliticas associadas a lesdo do

TGI induzida pela isquemia e possiveis moduladores devem ser motivo de
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estudos futuros.

O balango protéico de determinados tecidos pode ser avaliado
quantificando-se as taxas de sintese e de degradacéao protéicas, em diferentes
situacdes catabolicas.“? Este balanco determina as alteragbes nas
concentracdes de aminoacidos em diferentes células ou tecidos. As taxas de
sintese protéica podem ser avaliadas por técnicas de incorporacdo de
aminoacidos marcados com radioisétopos. As dosagens de 3-MH ou de tirosina
liberadas em meios de incubacdo ou no intersticio sdo alguns dos métodos
tradicionalmente utilizados para avaliar a taxa de degradacéo protéica.

A mensuracdo da 3-MH urinaria é frequentemente utilizada em estudos
clinicos e experimentais. Ela representa a degradagdo das proteinas
miofibrilares, portanto a actina e miosina. Contudo este método nao é capaz de
indicar o local da degradagao protéica bem como a degradagdo de outras
proteinas estruturais que nao as musculares.®

Em contraste a medida da taxa de liberacdo de tirosina reflete a
degradacdo de todas as classes de proteinas e nao distingue entre as
proteinas miofibrilares e nao-miofibrilares. A tunica serosa do intestino é
composta de musculo liso e contém proteinas miofibrilares. As camadas
epiteliais e a tunica serosa nao contém proteinas miofibrilares.

No presente modelo de isquemia mesentérica, observamos lesao tecidual
grave demonstrada pelo estudo histolégico como exposi¢cdo da lamina propria
da mucosa por intensa destruicdo das vilosidades intestinais. Considerando-se
que, se presente neste curto periodo de estudo, a sintese protéica foi similar

nos dois grupos, a tirosina liberada no perfusado luminal intestinal reflete a
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degradacéao local de proteinas estruturais e de enzimas da parede intestinal.
Em decorréncia destes achados concluimos que a mensuragao da tirosina no
lumen intestinal pode ser utilizada como marcador de lesao tecidual decorrente
de isquemia.

O presente estudo apresenta algumas limitagdes. Deve-se considerar a
possibilidade de que a técnica utilizada para isolar um segmento fechado do
intestino com a insuflacdo dos baldes, no lumen intestinal, pode ter provocado
lesdes secundarias a isquemia ou pressdo. Contudo, uma vez que as lesdes
histolégicas ndo apareceram nos animais do grupo controle deste estudo,
postulamos que o perfusado luminal ndo afetou a mucosa intestinal.®®

Outro dilema sera a obtengcdo de amostras em seres humanos com
suspeita de isquemia mesentérica. A analise das concentracdes de tirosina em
amostras de lavado abdominal € uma possibilidade a ser avaliada em
pacientes com sinais de peritonite. Outra possibilidade a ser investigada é a
avaliagcado sequencial dos niveis de tirosina em amostras de fluido luminal
intestinal obtidas de sondas nasoentéricas. E necessario ainda avaliar a

possibilidade de niveis sanguineos elevados de tirosina em periodos mais

longos de observagao do que o usado no presente estudo.
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5. CONCLUSAO

O fluxo da tirosina proveniente do compartimento intracelular para o
lumen intestinal ocorreu nesse modelo, sugerindo uma protedlise derivada da
isquemia intestinal, e um papel potencial para a tirosina como um marcador da

lesao celular.
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