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reperfusao intestinal em ratos

Ischemic preconditioning in different times and its effect on bacterial
translocation induced by intestinal ischemia and reperfusion in rats
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RESUMDPO

Objetivo: avaliar os efeitos de diferentes tempos de pré-condicionamento isquémico(PCl) intestinal sobre a translocacdo bacteriana
(TB). Métodos: Trinta ratos Wistar pesando 280+27g foram alocados em cinco grupos. No grupo IR (n=6), foi realizada laparotomia
e a artéria mesentérica superior foi ocluida por microclampe atraumatico por 30 minutos. Nos quatro grupos com pré-condiciona-
mento (n=6 cada), antes dos 30 minutos de isquemia-reperfusao (I/R) os ratos foram submetidos a PCI de dois, cinco, dez e 15 minutos
e, em seguida, ao mesmo tempo de reperfusao. Vinte e quatro horas apds, para avaliar se os tempos de pré-condicionamento
influenciam o aparecimento de translocacdo bacteriana, amostras de linfonodos mesentéricos, figado e baco foram coletadas em
condicbes estéreis, para quantificacdo de unidades formadoras de coldnias bacterianas por grama de tecido (UFC/g). Sangue foi
coletado para dosagem de citocinas. Resultados: No grupo I/R, o total de UFC/g em linfonodos mesentéricos, baco, figado, bem
como, a dosagem sérica de TNF-a, IL-1B e IL-6 foram significativamente maiores do que nos demais grupos (p<0,05). Pré-condicio-
namento de 15 minutos atenuou significativamente a BT e as citocinas séricas, comparando com os outros tempos de pré-
condicionamento (p<0,05). Conclusdo: Nossos dados sugerem o pré-condicionamento como fator-chave para reduzir translocacao
bacteriana em I/R intestinal. Numa escala de dois a 15 minutos, o melhor tempo de pré-condicionamento isquémico para a

atenuacao da translocacdo bacteriana foi 15 minutos.

Descritores: Translocacdo bacteriana. Isquemia. Reperfusdo. Intestinos. Ratos.

INTRODUCAO

A interrupcao e o restabelecimento do fluxo sanguineo
para 6rgados e tecidos provoca uma cascata de even-
tos conhecida como sindrome de isquemia e reperfusao,
tal como ocorre nos transplantes de érgaos ou no trauma
complexo. A geracao de radicais livres durante esses even-
tos provoca alteracdes celulares e de membrana ocasio-
nando a morte celular'?.

O dano tecidual provocado pela isquemia e
reperfusdo no intestino é um importante fator associado
com os altos indices de morbidade e mortalidade nos paci-
entes cirdrgicos. Isso é importante em situacdes em que
ocorre uma interrupcdo do fluxo sanguineo, como nas ope-
racbes de aneurisma de aorta abdominal, bypass
cardiopulmonar, hérnias estranguladas, enterocolite
necrosante neonatal e transplantes de érgdos>.

O intestino é provavelmente o 6rgao mais sensi-
vel a sindrome de isquemia e reperfusao®. Na tentativa de
atenuar esses danos, diversas modalidades de tratamento
vém sendo aplicadas, com sucesso, em modelos animais
de lesdo por isquemia e reperfusao intestinal, tais como
hipotermia, antioxidantes, precondicionamento isquémico
(PCI), modulacdo de mediadores inflamatérios e molécu-
las de adesdo. Dentre essas, o precondicionamento
isquémico parece ser a estratégia mais promissora contra
alesdo de reperfusao, aumentando a tolerancia do intesti-
no contra os danos provocados pela sindrome de isquemia
e reperfusao”’.

Sola et al®, utilizando-se desse modelo experi-
mental no estudo de transplante intestinal em ratos, reali-
zou o pré-condicionamento com um intervalo isquémico
de dez minutos seguido de uma reperfusdo também de
dez minutos. Abrahao et al.?, estudando o efeito do pré-
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condicionamento isquémico na injuria ao tecido intestinal,
também utilizaram esse mesmo tempo de
precondicionamento.

A translocacao bacteriana (TB) foi originalmente
definida e descrita por Berg e Garlington® como a passa-
gem de bactérias viaveis pela mucosa intestinal para
linfonodos mesentéricos e para outros tecidos e 6rgaos.
Baseado no fato de que o pré-condicionamento isquémico
atenua a lesdo tecidual provocada pelo fendmeno de
isqguemia e reperfusao, Aksdyek et al.'® demonstraram em
modelo experimental, que nos ratos submetidos a um
precondicionamento isquémico de dez minutos antes da
isquemia sustentada, a TB foi menor do que nagueles ani-
mais que nao realizaram o pré-condicionamento. Apesar
da maioria dos relatos presentes na literatura utilizarem o
tempo de dez minutos no pré-condicionamento isquémico
da lesdo de isquemia e reperfusdo do intestino delgado de
ratos, o protocolo ideal do precondicionamento intestinal
nesses animais, incluindo o tempo de curta isquemia, ain-
da ndo esta bem estabelecido>'". O dano a barreira mucosa
intestinal pode induzir a translocacdo bacteriana, e o trato
gastrintestinal tem sido definido como o “motor” da falén-
cia de multiplos 6rgdos. Diante disto, o pré-condicionamento
isquémico vem assumindo nos ultimos anos uma impor-
tancia cada vez maior'>'3,

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi ava-
liar, em ratos, a influéncia de diferentes tempos de pré-
condicionamento isquémico na translocacao bacteriana, no
intuito de contribuir para o entendimento do tempo de
duracao mais apropriado para o seu melhor efeito protetor
contra a translocacao bacteriana.

METODOS

Foram usados 30 ratos (Rattus norvergiccus
albinus), linhagem Wistar, machos, com idade aproxima-
da de quatro meses e média de peso 280 + 27g, proveni-
entes do biotério do Centro de Ciéncias da Saude da Uni-
versidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN). Os ani-
mais foram mantidos em periodo de adaptacao por sete
dias no Nucleo de Cirurgia Experimental-UFRN. Permane-
ceram em gaiolas individuais com agua e alimento ad
libitum, submetidos a ciclo claro-escuro de 12 horas, com
controle de umidade, ruidos e luminosidade. O protocolo
foi apreciado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesqui-
sa institucional (Protocolo 02.09/pesquisa em animais) e 0s
experimentos foram realizados de acordo com a Lei n°
11.794 (Lei Arouca).

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em
cinco grupos, contendo seis animais cada: Grupo Isquemia
e Reperfusao (IR) - animais submetidos apenas ao periodo
de isquemia e reperfusao; Grupo PCl 2 — animais submeti-
dos a um periodo de pré-condicionamento isquémico (PCl)
de dois minutos; Grupo PCI 5 — animais submetidos a um
PCl de cinco minutos; Grupo PCl 10 — animais submetidos

a um PCl de dez minutos; e Grupo PCl 15 — animais sub-
metidos a um PCl de 15 minutos.

Apos periodo de jejum noturno de 12 horas,
os animais foram anestesiados com injecao intramuscular
de ketamina (50mg/kg) e xilazina (7mg/kg). Em plano
anestésico adequado constatado pela auséncia de refle-
xo de dor interdigital e relaxamento, foram posicionados
na mesa cirlrgica. Apés a tricotomia e antissepsia do
abdome com é&lcool a 70%, procedeu-se a celiotomia
mediana de 4cm a partir do processo xifoide. Foi feito o
afastamento das visceras abdominais, envoltas em gaze
embebida em solucao salina aquecida a 37°C, dissec-
cdo, identificacdo e isolamento da artéria mesentérica
cranial.

No Grupo IR — observacao do animal por 30 mi-
nutos, clampeamento da artéria mesentérica com
microclampe vascular por 30 minutos.

No Grupo PCI 2" — observacao do animal por 26
minutos, clampeamento da artéria mesentérica por dois
minutos e reperfusdo de dois minutos (PCl), seguido por
novo clampeamento por 30 minutos.

No Grupo PCI 5" — observacao do animal por 20
minutos, clampeamento da artéria mesentérica por cinco
minutos e reperfusdo de cinco minutos, seguido por novo
clampeamento por 30 minutos.

No Grupo PCl 10" — observacao do animal por
dez minutos, clampeamento da artéria mesentérica por
dez minutos e reperfusao de dez minutos, seguido por novo
clampeamento por 30 minutos.

No Grupo PCl 15" - Clampeamento da artéria
mesentérica por 15 minutos e reperfusdo de 15 minutos
seguido por novo clampeamento por 30 minutos.

Em todos os animais submetidos aos 30 minutos
de isquemia, passado esse tempo, o clampe foi retirado e
a reperfusao da artéria mesentérica foi confirmada pelo
retorno da pulsacdo na arcada mesentérica. Apos esses
procedimentos, todos os animais tiveram seu abddémen
fechado com fio de nylon 4-0 e foram observados em gai-
olas individuais.

Apo6s 24 horas de observacao, os animais foram
mortos com superdose do anestésico (tiopental 100mg/kg).
Sob condicoes assépticas, foi feita uma nova laparotomia,
realizada a coleta de sangue por puncao intracardiaca e
remocao de amostras do figado, baco e linfonodos
mesentéricos para exame microbioldgico. Os espécimes
foram introduzidos em recipiente estéril e imersos em 2mL
de solucdo salina, pesados em balanca de precisao e
homogeneizados. As amostras foram semeadas em meio
de cultura Agar McConkey para deteccdo de Gram-nega-
tivos e Agar-sangue para Gram-positivos, incubadas a 37°C
em condicdes aerdbicas e examinadas ap6s 24 e 48 horas
para verificacdo de crescimento bacteriano. A identifica-
cao das espécies de bactérias foi realizada por métodos
microbiolégicos padronizados. A colonizacao foi expressa
como numero de unidades formadoras de col6nias por gra-
ma de homogenato (UFC/q).
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Do sangue coletado por puncéo cardiaca foi se-
parado soro através de centrifugacao a 2000rpm e estoca-
do a -40°C para posteriores dosagens. As citocinas TNF-c,
IL1-B e IL-6 foram dosadas pelo ELISA (enzyme-linked-
immunosorbent-assay), método analitico baseado na
interacao antigeno-anticorpo para determinar quantidades
especificas de proteinas em amostras de tecidos e liquidos
corporais. Os reagentes utilizados foram de origem
PeproTech, NJ, USA e as dosagens processadas de acordo
com as recomendacdes do fabricante.

Para analise dos dados foram utilizados os testes
estatisticos ANOVA e de Bonferroni, considerando-se as
diferencas significantes quando p<0,05.

RESULTADOS

Ocorreu crescimento bacteriano principalmente
de Escherichia colie Enterobacter sp. em todos 0s grupos e
nos 6rgaos examinados de todos os animais. Em alguns
deles, mais especificamente nos ratos do grupo sem pré-
condicionamento, foi observado ainda o crescimento de
Proteus mirabillis. As quantidades de unidades formadoras
de colbnias bacterianas por grama de tecido (UFC/g), en-
contradas nos 6rgdos examinados, encontram-se
sumarizadas na tabela 1.

Os dados mostraram que o pré-condicionamen-
to, a partir de cinco minutos, resultou em reducdo na quan-
tidade total de UFC/g, quando comparado ao grupo IR,
sem pré-concionamento. No grupo PCl 15, a quantidade
de UFC/g foi significativamente menor do que em todos os
demais grupos, nos trés érgaos examinados (p<0,05). Uti-
lizando-se os testes estatisticos ANOVA e de Bonferroni,
com significancia p<0,05, observou-se que as Unicas com-

paracdes cujos valores mostraram-se sem significado esta-
tistico foram entre os pré-condicionamentos de dois minu-
tos (grupo PCl 2) e cinco minutos (grupo PCI 5) e entre o
pré-condicionamento de dois minutos (PCI 2) versus sem
pré-condicionamento (grupo IR). Essa interpretacdo esta-
tistica foi uniformemente verificada tanto nos linfonodos
mesentéricos, quanto no figado e baco. A menor presenca
de bactérias translocadas foi encontrada no baco, em to-
dos os grupos.

Por conseguinte, o pré-condicionamento
isquémico mostrou-se como protetor da translocacdo
bacteriana apos lesdo de isquemia e reperfusao intestinal
em ratos e o melhor resultado encontrado foi aquele no
grupo com o maior tempo de PCI (15 minutos), segundo o
presente protocolo.

A medicao das citocinas pro-inflamatérias TNF-
o, IL-1B e IL-6 mostrou uma reducao significativa nos niveis
séricos (p<0,05) no grupo PCI 15 (pré-condicionamento com
15 minutos) em comparacdo com os animais submetidos
ao pré-condicionamento de dois, cinco e dez minutos
(p<0,05). Os animais ndo submetidos ao pré-condiciona-
mento revelaram os maiores valores de citocinas séricas,
caracterizando diferenca significante comparando-se com
os demais grupos (p<0,05); Encontraram-se valores decres-
centes nas dosagens de citocinas a medida que aumentou
o tempo de PCl (Tabela 2).

DISCUSSAO

Arelacao do pré-condicionamento isquémico na
prevencao da lesao de isquemia e reperfusao tem sido for-
temente estudada, tanto para o intestino como para o pul-
mao, figado, rins e outros érgdos. Desde 1986, ja se sabe

Tabela 1 - Quantificacdo de UFC/g nos linfonodos, figado e baco.

Grupos PCl 2 PCI 5 PCI 10 PCI 15 IR Sem pré-
Orgdos examinados 2 min 5 min 10 min 15 min condicionamento
Linfonodos mesentéricos 1033 + 186ab 982 + 72a 534 £121 316 = 75 1150 £122b
Figado 952 + 139ab 873 £121a 422 + 72 273 = 22 1082 + 93b
Baco 835+ 63ab 752 + 38a 234 + 57 186 = 42 951 + 62b

Média=+dp. Valores acompanhados de uma mesma letra, na mesma linha, ndo diferem significativamente (p>0,05). PCl, Pré-condicionamento

isquémico, IR, Isquemia e reperfuséo.

Tabela 2 - Valores séricos de citocinas pré-inflamatérias.

Grupos PCI 2 PCl 5 PCI 10 PCI 15 IR Sem pré-
Citocinas 2 min 5 min 10 min 15 min condicionamento
TNF-a (pg/mL) 81,7+ 9,1 60 + 6,2 47,3 + 8,2 22,4 + 4,5% 249 + 13
IL-1B (pg/ml) 58,4+ 8,6 33 + 5,3 30,1+ 7,6 21,7 £ 2,8* 178,2 + 16
IL-6 (pg/mL) 154 +15 71,5+ 9,5 49,2 + 5,7 22,8 +4,9*% 203 + 27

*p<0,05 vs. grupos PCI2, PCI5, PCI10 e sem pré-condicionamento.
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gue episodios curtos e repetidos de isquemia nao tém efei-
to deletério cumulativo, fato demonstrado por Reimer et
al., ao observar que quatro episodios de dez minutos de
isquemia miocardica ndo causaram necrose, enguanto um
Unico episédio de 40 minutos de isquemia provocou esse
efeito’.

Dentre as varias alteracdes provocadas pela le-
sdo de isquemia e reperfusdo, estd a translocacao
bacteriana(TB), provocada pela quebra da barreira epitelial
por citocinas inflamatérias, conforme sugerido por alguns
autores'1®, Esses mesmos autores também demonstraram
gue a isquemia e reperfusdo acarretam a liberacdo de
citocinas pro-inflamatérias e consequente disfuncdo da
barreira epitelial no intestino, associada a elevada TB para
sitios extraintestinais. Porém, o pré tratamento feito com
Lactobacillus plantarum preveniu a TB e reduziu a libera-
cao de citocinas, assim como, diminuiu a apoptose de cé-
lulas intestinais'®.

No presente estudo ficou demonstrado que o pré-
condicionamento isquémico (PCl) atenuou a TB induzida
pela isquemia e reperfusdo intestinal, e que entre os tem-
pos de PCl de dois , cinco , dez e 15 minutos, o tempo
mais eficaz foi o de 15 minutos. Nossos resultados eviden-
ciaram nitidamente que o tempo de PCl é importante, uma
vez que foi detectada relacao entre o tempo de PCl e a
TB, ou seja, quanto maior o tempo de PCl, menor a quan-
tidade de UFC/g. Os dados microbiolégicos (Tabela 1)
mostraram que o PCl reduziu a TB.

Estudo de Araujo-Filho et al., mostrou que a a-
D-glucana foi capaz de controlar a liberacdo de citocinas
inflamatorias na lesdo produzida por isquemia e reperfusao,
reduzindo a translocacdo de Escherichia Coli'’. Aksdyek et
al. realizaram pré-condicionamento intestinal de dez mi-
nutos e observaram reducao da TB para corrente circulato-
ria, figado, baco e linfonodos mesentéricos'® corroborando
0s nossos resultados. Como diferencial, o modelo por nés
utilizado, caracterizou-se pelo uso de uma escala de tem-

ABSTRACT

po de pré-condicionamento de dois, cinco, dez e 15 minu-
tos, e demonstrou que a maior reducdo de TB e de citocinas
séricas ocorreu aos 15 minutos.

Tem sido demonstrado que os niveis de TNF-4 e
IL-6 no intestino se elevam apds lesdo de isquemia e
reperfusdo e que ha relacao direta entre a magnitude do
insulto e a liberacdo de citocinas'®'®. Nossos resultados
demonstraram que quanto maior o tempo de pré-condicio-
namento, iniciado em dois minutos até 15 minutos, menor
a presenca de TNF-a, IL-1B e IL-6 no soro, e que, nos ani-
mais ndo submetidos ao pré-condicionamento, as citocinas
estiveram presentes em niveis comparativamente muito
elevados.

Montalvo-Javé et al., ao estudarem o pré-condi-
cionamento isquémico no figado, observaram que perio-
dos de dez minutos de isquemia a quente seguidos de dez
minutos de reperfusdo, com posterior isquemia mantida
de 60 minutos, promoveu menor elevacao das enzimas
hepaticas e de indicadores indiretos de lipoperoxidacao?.

Uma alternativa semelhante como estratégia de
prevencao é o poés-condicionamento isquémico, que vem
mostrando resultados promissores. Santos et al."' compa-
raram os efeitos desses dois mecanismos ao submeter suas
amostras a trés ciclos de isquemia e reperfusdo intestinal,
sendo dois minutos de cada. O pré-condicionamento pre-
cedeu a isquemia seguida de reperfusao e, em outro gru-
po, foi provocada a isquemia, o pdés-condicionamento e,
entao, a reperfusao. Seus resultados mostraram que ambas
as técnicas se mostraram protetoras de lesdo tecidual.

Os dados do presente estudo permitem afirmar
gue PCl de 15 minutos atenuou de modo significante a
translocacao bacteriana para 6rgaos alvo e este é um dos
poucos estudos mostrando que num escalonamento de
tempo de dois a 15 minutos de précondicionamento
isqguémico no intestino delgado, 15 minutos foi o tempo
ideal para a prevencdo de translocacdo bacteriana apés
isquemia e reperfusao intestinal.

Objective: To evaluate the effects of different times of ischemic preconditioning (IPC) on intestinal bacterial translocation
(BT). Methods: Thirty Wistar rats weighing 280 + 27g were divided into five groups. In the IR group (n = 6), laparotomy was
performed and the superior mesenteric artery was occluded by an atraumatic microclamp for 30 minutes. In the four
preconditioning groups (n = 6 each) before the 30 minutes of ischemia-reperfusion (I/R) rats underwent IPC for two, five, ten
and 15 minutes, followed by the same time of reperfusion. In order to assess whether the time of preconditioning influenced
the onset of bacterial translocation, samples of mesenteric lymph nodes, liver and spleen were collected in sterile conditions
twenty-four hours after the procedures for quantification of bacterial colony forming units per gram of tissue (CFU/g). Blood
was collected for measurement of cytokines. Results: In the I/R group, the total CFU/g in mesenteric lymph nodes, spleen,
liver, as well as the serum TNF-4, IL-14 and IL-6 were significantly higher than in the other groups (p <0.05). Preconditioning
for 15 minutes significantly attenuated BT and serum cytokines when compared to other periods of preconditioning (p
<0.05). Conclusion: Our data suggest preconditioning as a key factor to reduce bacterial translocation in intestinal I/R. On
a scale of two to 15 minutes, the best time of ischemic preconditioning for the attenuation of bacterial translocation was

15 minutes.

Key words: Bacterial translocation. Ischemia. Reperfusion. Intestines. Rats.
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