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Lesdo pulmonar de reperfusdo por oclusdo da
aorta abdominal: modelo experimental em ratos’
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Introdugao: Procedimentos cirurgicos com oclusdo da aorta tém sido associados a lesdo pulmonar de
reperfusdo. O objetivo deste trabalho foi estudar a presenca de edema pulmonar em um modelo de
lesdo de reperfusdo por oclusdo da aorta em ratos. Material e métodos: 33 ratos Wistar foram

anestesiados com tiopental sddico (20mg/kg, via intraperitoneal), sequindo-se laparotomia por incisdo
mediana, para isolamento da aorta e cava inferior. A seguir, os animais foram randomizados em trés
grupos. Grupo isquemia-reperfusdo (GIR, n = 5): animais submetidos a 30min de oclusdo dos vasos,

seguindo-se 120min de reperfusio. Grupo isquemia (GI, n = 5): animais submetidos a 30min de
oclusdo dos vasos. Grupo controle (GC, n = 5): animais submetidos apenas ao procedimento cirtrgico,
sem oclusdo dos vasos, acompanhados por 150min. Apos o sacrificio, em 15 animais foram realizados
estudos histopatolégicos dos pulmdes. Para caracterizacdo de edema, foi realizada a analise
morfométrica por contagem de pontos, determinando-se o indice de edema alveolar. Realizou-se
também uma analise semiquantitativa da infiltracdo de polimorfonucleares nos pulmdes. Em 18
animais retirou-se o pulmao direito para a determinacdo da relacdo entre os pesos umido e seco. O
indice de edema alveolar e a relacdo peso umido/peso seco foram comparados entre os grupos através
de ANOVA, com a correcdo de Bonferroni para comparacdo entre os grupos dois a dois. Resultados:
Os animais do GIR apresentaram maior edema alveolar em relagdo aos do G e Gc (0,24; 0,18; 0,17;
respectivamente, com p < 0,001). Ndo houve diferengas nas relagdes peso umido/peso seco dos trés
grupos. Houve maior infiltracdo de células inflamatdrias nos pulmdes dos ratos submetidos a isquemia-
reperfusdo. Os autores concluem que a oclusdo e desoclusdo da aorta infra-renal estd associada a lesdo
pulmonar. Essa lesdo ndo foi induzida pela elevacdo da pressdo hidrostatica na circulagdo pulmonar em
funcdo da oclusdo da aorta, pois ela ndo foi encontrada no grupo submetido apenas a isquemia.
(J Pneumol 2000;26(4):163-168)

Pulmonary reperfusion injury by aortic
occlusion: experimental model in rats

Introduction: Surgical procedures requiring aortic occlusion have been associated with
pulmonary reperfusion injury. The authors studied the pulmonary edema in a reperfusion injury
model by aortic occlusion in rats. Material and methods: Thirty-three Wistar rats were
anesthetized with intraperitoneal injection of sodium pentobarbital (20 mg/kg). Using a midiine
abdominal incision, the infra-renal aorta was isolated and the animals were randomized into three
groups. Ischemia-reperfusion group (IRG, n = 5): rats that underwent 30 min of aorta occlusion and
were followed during 120 min of reperfusion. Ischemia group (iG, n = 5): rats that underwent 30
min of aorta occlusion. Control group (cG, n = 5): rats that underwent sham operations without
aorta occlusion and were followed during 150 min. Histopathologic examination of the right lung
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was performed. The pulmonary edema was studied by morphometric analysis and so was the
leukocytes infiltration. Ejghteen rats (6 rats in each group) were studied with respect to lung fresh/
dry weight ratio. ANOVA was used to analyze the morphometric results and the lung fresh/dry
weight ratio, with Bonferroni adjustment for paired multiple comparisons. Animals of the IRG
presented more pulmonary edema than those of the 16 and ¢6 (0.24 vs. 0.17 and 0.17, p <
0.001). There was no difference between the groups regarding the lung fresh/dry weight ratio.
There were more inflammatory cells in the lungs of the rats submitted to ischemia-reperfusion.
The authors concluded that infra-renal abdominal aorta cross-clamping and unclamping are
associated with pulmonary edema. This edema is not induced by elevation of the hydrostatic
pressure due to the aortic occlusion, since it was not seen in animals
that were only submitted to ischemia.

Descritores — isquemia, reperfusio, edema pulmonar, ratos de ce-
pas endogamicas

Key words — ischemia, reperfusion, pulmonary edema, inbred strains
rats

INTRODUCAO

A isquemia, condigcdo de interrupgdo no suprimento de
oxigénio e nutrientes para uma determinada area, induz
invariavelmente a disfuncdo e posterior morte de tecidos.
Essa lesdo ocorre em diferentes intervalos de tempo, de-
pendendo das caracteristicas do tecido envolvido (capaci-
dade de recrutamento capilar na microcirculagdo, deman-
da metabolica, estoques de oxigénio disponiveis, capaci-
dade de producdo de energia por metabolismo anaerdbi-
co)?, Mais recentemente, surgiram evidéncias de que a
lesdo dos tecidos ndo estd limitada a isquemia, podendo
estender-se com a reperfusdo. Parks e Granger demons-
traram que trés horas de isquemia seguidas de uma hora
de reperfusdo determinavam maior lesdo na mucosa in-
testinal do que quatro horas de isquemia®. Além disso,
Korthuis et a/® mostraram que a reperfusdo andxica de
tecidos isquémicos resulta em menores danos do que aquela
realizada na presenca do oxigénio. Isso sugere a partici-
pacdo do oxigénio fornecido na reperfusdo entre os me-
canismos de agressdo tecidual. A lesdo de isquemia-re-
perfusdo, também chamada de lesdo de reperfusdo, pode
ser definida como o dano que ocorre em determinado
tecido com a restauracdo do fluxo sanguineo, apds um
periodo de isquemial®. O seu reconhecimento é impor-
tante para que se possa proceder a reversdo da isquemia,
ponto fundamental para a manutencdo da viabilidade do
tecido, de modo menos lesivo.

A reperfusdo pode lesar isoladamente o dérgdo isque-
miado e depois reperfundido, como ocorre, por exemplo,
na reperfusdo miocardica e nos transplantes de 6rgdos©”.
Entretanto, os danos da reperfusdo podem estender-se
para drgdos localizados a distancia, em fun¢do de uma
resposta inflamatoria sistémica, na qual mediadores infla-
matorios (espécies reativas toxicas do oxigénio, metabdli-
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Siglas e abreviaturas utilizadas neste trabalho
GIR - Grupo isquemia-reperfusio

G1 - Grupo isquemia

GC - Grupo controle

UFJF - Universidade Federal de Juiz de Fora
ERTO - Espécies reativas toxicas do oxigénio

tos do acido araquidonico, produtos do complemento) sdo
produzidos e liberados na circulagdo, alcancando diferen-
tes drgdos. Nos pulmdes, esses mediadores inflamatorios
podem lesar, diretamente ou através da quimiotaxia de
polimorfonucleares, a membrana alvéolo-capilar, determi-
nando o surgimento do edema pulmonar, o qual pode es-
tar presente em situagdes de isquemia-reperfusdo a dis-
tancia, como no pos-operatorio de cirurgias com pinga-
mento temporario da aorta e nas condigdes de choque
circulatorio®),

O objetivo deste trabalho foi determinar se a isquemia-
reperfusdo, por oclusdo temporaria da aorta abdominal
em ratos, é capaz de induzir a formacdo de edema pulmo-
nar, criando-se assim um modelo experimental para o es-
tudo deste evento e de possiveis medidas terapéuticas.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de
Pesquisa Experimental da Disciplina de Farmacologia da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), de acordo
com a lei de experimentacdo animal, n° 6.638, de 1979.
Foram utilizados 33 ratos Wistar, machos, de idade entre
12 e 16 semanas, pesando entre 250 e 300g, proceden-
tes do Biotério Central da UFJF.

Os experimentos foram realizados em duas etapas dis-
tintas. Na primeira etapa, os animais (15 ratos) foram
anestesiados inicialmente com 20mg/kg de tiopental s6-
dico, administrados por via intraperitoneal, sendo manti-
dos em decubito dorsal, em ventilagdo espontdnea. Doses
suplementares de 10mg/kg foram administradas, por via
intraperitoneal, conforme a necessidade. Em seguida, rea-
lizou-se tricotomia da parede abdominal, seguida de lapa-
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Figura 1 - Esquema da andlise morfométrica, com a seta azul ilus-
trando um ponto sobre um al/éolo sem edema e, a vermelha, um
ponto sobre um alvéolo com edema (aumento de 400x)

rotomia com incisdo mediana. Apds a incisdo, procedeu-
se a abertura do retroperitonio para isolamento da aorta
e cava inferior, abaixo da emergéncia das artérias renais.
Apos o isolamento dos vasos, os animais foram randomi-
zados em trés grupos. Grupo isquemia-reperfusdo (GIR, n
= 5): procedeu-se a oclusio da aorta e veia cava inferior
por 30min, através de pingamento abaixo da emergéncia
das artérias renais. Em seguida foi realizado o despinga-
mento e fechamento da parede abdominal. Seguiram-se
120min de reperfusdo, com posterior sacrificio dos ani-
mais por seccdo da aorta. Grupo isquemia (G, n = 5):
procedeu-se a oclusdo dos vasos por 30min, através de
pincamento dos mesmos abaixo da emergéncia das arté-
rias renais. Posteriormente, os animais foram sacrificados
por seccdo da aorta. Grupo controle (Gc, n = 5): aorta e
veia cava inferior foram mantidas isoladas por 30min,
seguindo-se fechamento da parede abdominal. Os animais
foram acompanhados por mais 120min, sendo sacrifica-
dos por seccdo da aorta.

Apos o sacrificio dos animais, procedeu-se a toracoto-
mia mediana para retirada dos pulmdes em bloco. Em
seguida, os mesmos foram insuflados com injecdo de for-
mol a 10% através de suas traquéias e armazenados na
mesma solucdo. Foram retirados fragmentos dos lobos
inferiores para cortes histolégicos, corados pela hemato-
xilina-eosina, para estudo de edema pulmonar e presenca
de células inflamatdrias. A caracterizacdo do edema pul-
monar foi feita por estudo morfométrico, através da téc-
nica de contagem de pontos!'?. Utilizou-se uma ocular com
reticulo composto de 50 tragos de Imm de extensdo (10
linhas com 5 tracos cada uma), contendo um ponto em
cada extremidade, perfazendo um total de 100 pontos.
Foram analisados 10 campos de cada corte histoldgico,
escolhidos aleatoriamente no aumento de 400 vezes, con-
tando-se 30 pontos em cada campo (os pontos da tercei-
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ra, sexta e nona linhas). O indice de edema alveolar foi
determinado pela razdo entre o numero de pontos que
cairam sobre drea de edema intra-alveolar e o niimero de
pontos que cairam no interior de alvéoloV. A Figura 1
ilustra o0 método de contagem de pontos.

Para estudar a presenca de células inflamatdrias foi uti-
lizado um método semiquantitativo, no qual um patologis-
ta analisou “cegamente” dez campos de cada corte histo-
l6gico, escolhidos aleatoriamente no aumento de 400 ve-
zes. Os achados foram graduados: 1+, infiltrado discreto
de células polimorfonucleares em septos ou espacos al-
veolares; 2+, infiltrado moderado de células polimorfonu-
cleares nos septos ou espacos alveolares; 3+, infiltrado
intenso de células polimorfonucleares nos septos ou espa-
cos alveolares; 0, auséncia de infiltrado.

Na segunda etapa, 18 animais, também randomizados
em GIR (n = 6), G (n = 6) e G¢ (n = 6), foram submetidos
aos mesmos procedimentos experimentais até o sacrificio
e retirada dos pulmdes por toracotomia. Apds a retirada
dos pulmdes, o pulméo direito foi separado das estruturas
mediastinais e pesado em balanca analitica de precisdo de
0,001g, obtendo-se o peso umido. Para a determinacdo
do peso seco, o pulmio direito foi colocado em estufa de
secagem e esterilizagdo por 72 horas e novamente pesa-
do, obtendo-se o peso seco.

Analise estatistica: Foi utilizada a ANOVA para a com-
paracdo do indice de edema alveolar e relacdo entre os
pesos umidos e secos entre os trés grupos. Procedeu-se a
correcdo de Bonferroni para as comparacbes entre os
grupos dois a dois. Considerou-se significancia estatistica
com p < 0,05.

RESULTADOS

Os pesos dos animais dos grupos GIR, Gl e GC, em am-
bas as etapas do experimento, ndo foram estatisticamen-
te diferentes (Tabela 1).

TABELA 1
Peso, em gramas (g), dos animais dos grupos
isquemia-reperfusio (GIR), isquemia (Gl) e
controle (GC), nas duas etapas de experimentacio

Primeira etapa Segunda etapa

Ratos  GIR Gl GC Ratos  GIR Gl GC

1 290 310 290 1 300 280 300

2 350 300 280 2 300 300 270

3 270 275 270 3 250 270 270

4 300 300 300 4 260 280 250

5 300 275 340 5 300 270 290

6 300 270 300

Média 302 292 296 Meédia 285 278 280
DP 30 16 27 DP 25 12 20
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*p < 0,05 em relagdo aos demais grupos (Gl e GC)

Figura 2 - Indice de edema alveolar (IEA, valores expressos em
média + desvio padrdo) nos grupos isquemia-reperfusio (GIR), is-
quemia (GI) e controle (GC)

Houve maior edema alveolar nos animais submetidos a
30min de isquemia e 120min de reperfusdo, em relacdo
aqueles submetidos apenas a isquemia e aqueles do grupo
controle (indices de edema alveolar & morfometria de 0,24;
0,18; 0,17; respectivamente, com p < 0,001). Esse re-
sultado estd ilustrado na Figura 2. Nao houve diferenca
em relacdo ao indice de edema alveolar entre os grupos
isquemia e controle.

A Tabela 2 mostra a infiltracdo de polimorfonucleares
nos septos e alvéolos dos ratos dos diferentes grupos, sen-
do mais intensa nos animais do GIR.

Néo houve diferenca nas relacdes entre os pesos umido
e seco dos pulmdes dos ratos dos grupos GIR, Gl e GC,
conforme demonstrado na Figura 3.

TABELA 2
Infiltragdo de polimorfonucleares, quantificada em cruzes,
nos alvéolos (A) e septos alveolares (S) dos animais dos
grupos isquemia-reperfusio (GIR), isquemia (Gl1) e
controle (GC), nas duas etapas de experimentacio

GIR Gl GC

Rato A S A S A S

1 ++ ++ + ++ + +

2 + + + + + +

3 ++ ++ 0 0 + +

4 T+ ++ + + 0 0

5 + + + +
166

S T 471

GIR Gl

Figura 3 - Relacdo entre os pesos umido e seco (Pu/Ps, valores
expressos em média + desvio padrio) nos grupos isquemia-reper-
fusdo (GIR), isquemia (Gl) e controle (GC)

DiscussAo

A lesdo pulmonar de reperfusdo apés oclusdo e deso-
clusdo da aorta ja foi demonstrada em diferentes traba-
lhos experimentais e clinicos. Anner ef al. encontraram
areas de edema alveolar a microscopia em cdes submeti-
dos a isquemia, por oclusdo da aorta por quatro horas,
com posterior reperfusdo por outras quatro horas!'?. Klaus-
ner et al, utilizando um modelo de isquemia-reperfusdo
em ovelhas, através da insuflacdo por duas horas de um
torniquete nos membros posteriores dos animais, encon-
traram, ao final de duas horas de reperfusdo, focos de
edema pulmonar a histologial™. Nielsen et a/, em mode-
lo de isquemia-reperfusdo em coelhos, através da insufla-
¢do de um cateter de Fogarty na aorta toracica durante
40min, também encontraram edema pulmonar, detecta-
do pelo aumento da relacdo entre os pesos umido e seco
do orgaol.

Entre os estudos clinicos, Paterson et a/ estudaram 20
pacientes submetidos a cirurgia eletiva para correcdo de
aneurisma da aorta abdominal. Todos apresentaram dis-
funcdo respiratéria no pés-operatorio, manifestada por
aumentos do shunt e do pico de pressdo inspiratoria. Em
16 pacientes identificou-se edema pulmonar em radiogra-
fias de térax realizados entre quatro e oito horas apds a
cirurgia, periodo durante o qual a pressdo de oclusdo da
artéria pulmonar se manteve ao redor de 12mmHg, mos-
trando a caracteristica ndo hidrostatica do edema”. Es-
ses mesmos autores, estudando prospectivamente pacien-
tes submetidos a cirurgia para correcdo de aneurisma de
aorta infra-renal, mostraram os efeitos benéficos da admi-
nistracdo de manitol, em comparagdo com a solucdo sali-
na, na prevencdo da lesdo pulmonar de reperfusdo. O
manitol € capaz de inativar as espécies reativas toxicas do
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oxigénio, sobretudo o radical hidroxila, e inibir a sintese
de tromboxana B,, importantes mediadores na lesdo in-
flamatdria produzida pela reperfusdol'®.

Esse modelo experimental de oclusdo temporaria da
aorta abdominal em ratos foi elaborado a partir de outro
semelhante, desenvolvido na Disciplina de Pneumologia
da Escola Paulista de Medicina, em que uma série de tra-
balhos em cdes demonstraram que a oclusdo da aorta em
sua porcdo supraceliaca por uma hora, seguida de reper-
fusdo de uma hora, determina edema pulmonar com com-
prometimento nas trocas gasosas, alteragdes hemodina-
micas e na utilizacdo do oxigénio pelos tecidos. Nesse
modelo, a utilizacdo da N-acetilcisteina, uma droga com
acdo “varredora” das espécies reativas toxicas do oxigeé-
nio, mediadores importantes na lesdo de reperfusdo, pro-
tegeu contra o edema pulmonar e a piora nas trocas ga-
sosas pulmonares(7-20),

A lesdo de reperfusdo obtida neste modelo de oclusdo
temporaria da aorta abdominal em ratos ficou demonstra-
da pelo maior edema alveolar presente nos animais sub-
metidos a 30min de isquemia e 120min de reperfusdo,
quando comparados com aqueles submetidos somente a
isquemia, ou aos animais do grupo controle. Ndo tivemos
como objetivo estudar os mecanismos da lesdo de reper-
fusdo, nem os possiveis mediadores participantes. Preo-
cupamo-nos, todavia, em caracterizar que este edema ndo
foi decorrente do aumento da pressdo hidrostatica na cir-
culagdo pulmonar, fendmeno este que pode ocorrer du-
rante a oclusdo da aorta. Para tanto, realizamos o grupo
isquemia, com o sacrificio dos animais apés 30min de
oclusdo da aorta. O menor edema alveolar neste grupo,
em comparagdo com o grupo isquemia-reperfusdo, con-
firma que o edema se desenvolveu na reperfusdo, nio
sendo, portanto, por aumento de pressdo hidrostatica.

Além disso, a presenca de maior numero de polimorfo-
nucleares nos pulmdes dos ratos do GIR reforca a origem
inflamatdria do edema. O acimulo dessas células inflama-
térias nos pulmdes deve-se a produgdo de mediadores in-
flamatdrios pelos tecidos isquemiados e reperfundidos.
Entre esses mediadores destacam-se os leucotrienos, trom-
boxana, o fator de necrose tumoral e a enzima xantina-
oxidase. Uma vez atraidos aos pulmdes e ativados, os neu-
trofilos sdo capazes de lesar o 6rgdo a partir da producdo
de enzimas proteoliticas e espécies reativas tdxicas do
oxigénio (>89,

Neste trabalho, ndo encontramos diferencas nas rela-
cdes entre pesos umido e seco nos diferentes grupos. Esse
achado pode ter sido devido a menor sensibilidade deste
método em detectar pequenos niveis de edema pulmonar.
Resultado semelhante a esse foi descrito por Anner ef al,
estudando cdes submetidos a quatro horas de isquemia e
acompanhados por quatro horas de reperfusdo, por oclu-
sdo da aorta abaixo da emergéncia das artérias renais,
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em que a demonstragdo de acumulo de neutréfilos e areas
de edema alveolar ndo se acompanhou de alteracdes na
relacdo peso Umido e peso secol'?.

Os mecanismos fisiopatolégicos da lesdo de reperfusdo
ndo estdo totalmente estabelecidos. A protecdo contra a
lesdo de reperfusdo através do bloqueio de diferentes
mediadores e células inflamatdrias mostra sua natureza
multifatorial. Entre esses mediadores, as espécies reativas
téxicas do oxigénio (ERTO) apresentam importante papel,
lesando diretamente a membrana celular ou promovendo
a ativagcdo de outros mediadores e células inflamatoérias.
Na lesdo pulmonar de reperfusdo a partir de tecidos loca-
lizados a distdncia, como nesse modelo, as ERTO podem
ser geradas a partir dos neutrofilos recrutados e ativados
nos pulmodes ou a partir da enzima xantina-oxidase. A
xantina-oxidase € uma enzima gerada a partir da xantina-
deidrogenase sob condicdes de isquemia tecidual. A xan-
tina-oxidase metaboliza a hipoxantina, produzida também
durante a isquemia de tecidos, em funcdo da degradagdo
de ATP para o fornecimento de energia, gerando como
subprodutos as ERTO. Entretanto, esse metabolismo exige
a presenca do oxigénio, fornecido pela reperfusdo, moti-
vo pelo qual ela amplifica a lesdo iniciada pela isquemia®".

Concluimos que esse nosso modelo experimental em
ratos, no qual a oclusdo da aorta abdominal durante 30min,
seguida de reperfusdo de 120min, induz a lesdo pulmo-
nar, com edema alveolar e infiltracdo de células inflamaté-
rias, constitui um modelo para o estudo dos mecanismos
da lesdo pulmonar de reperfusdo e de possiveis medidas
terapéuticas para minimizar essa lesdo.
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