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RESUMO

OBJETIVO: Estudar a acdo do azul de metileno como supressor da producéo de radicais
livres de oxigénio, atuando como receptor aternativo de elétrons na enzima xantina oxidase.
METODOS: Foram utilizados 32 ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus, Rodentia
mammalia) divididos em 2 grupos de 16 animais, os quais foram denominados grupos.
experimento e controle. Ambos os grupos foram submetidos a laparotomia mediana e ocluséo
da artéria mesentérica cranial por 60 minutos. A reperfusdo foi confirmada por meio da
verificagdo do reaparecimento da pulsacéo na arcada mesentérica. Foi entdo administrado no
grupo experimento 2 ml de azul de metileno 1 % estéril intraperitonealmente, enquanto que
no grupo controle foi administrado solugdo salina isotbnica estéril em mesmo volume e pela
mesma via de administracdo. Apos 4 horas de reperfusdo, os animais foram sacrificados.
Amostras dos pulmdes foram obtidas para: andise histopatol 6gica, avaliagcdo do edema e para
determinacdo da atividade da xantina oxidase.

RESULTADOS: O dano pulmonar encontrado no grupo controle foi superior ao encontrado
no grupo experimento. Observou-se uma maior formagdo de edema nos pulmdes do grupo
controle. A atividade da xantina oxidase foi semelhante em ambos 0s grupos.

CONCLUSAO: O azul de metileno diminui a lesio pulmonar apds isquemia-reperfusio
intestinal.

Descritores: Azul de metileno.Lesdo de isgquemia-reperfusdo.Pulméo.

ABSTRACT
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PURPOSE: To study the role of methylene blue as an inibitor of superoxide production by
xantine oxidase.

METHODS:. Thirty two Wistar rats were divided in 2 groups of 16 animals. the control
group and the experimental group. All the animals were submitted to a laparotomy for the
occlusion of the cranial mesenteric artery during 60 minutes. The reperfusion was confirmed
by the “pulsation of the artery after releasing the temporary ligature. In the animals of the
control group, 2 ml of saline were injected in the peritoneal cavity and in the animals of the
experimental group 2 ml of methylene blue were injected in the peritoneal cavity. After
reperfusion for 4 hours, the animals were sacrificed. The lungs were excised for histological
studies, for evaluation of the pulmonary edemaand the activity of xantine oxidase.
RESULTS: In the animals of the experimental group the inflammatory lesion of the lung was
grater in the control group as well as the edema. The activity of the xantine oxidase was
similar in both groups.

CONCLUSION: In rats, methylene blue can protect the lung against the toxic effects of
oxygen radical in ischemia-reperfusion injuries.

Key words: Methylene blue. Ischemia-reperfusion injury. Lung.

I ntroducéo

O envelhecimento da populacéo esta intimamente relacionado ao progresso da medicina e ao
acesso das pessoas ao sistema de salde, que em Ultima andlise € o reflexo do desenvolvimento
s6ci0-econémico do pais’.

Os avancos médicos ndo sO propiciaram um aumento da sobrevida da populacdo, mas
contribuiram para que entidades nosoldgicas, tais como a isquemia mesentérica , pouco
diagnosticada no passado, se tornasse fregiiente nos dias de hoje’.

A isguemia mesentérica € uma das mais graves doencas circulatOrias do trato
gastrointestinal. Apresenta elevada morbidade e mortalidade. Tem como principais causas.
tromboses intravasculares, fendmenos embdlicos, oclusdes mecéanicas ou estados de choque.
Dependendo do tempo de evolucdo, este processo pode evoluir para necrose intestinal ou
restabelecimento da circulagdo com reperfusdo do tecido isqiiémico®?3,

O processo de reperfusio gera, por mecanismos ainda discutidos na literatura, lesGo em
diversos 6rgdos, especialmente nos pulmdes’. Vérios estudos evidenciaram que a reperfusio
pos-isquémica ativa diversas cascatas inflamatérias que se inter-relacionam. AlteracOes
metabdlicas, decorrentes de oclusbes arteriais agudas podem ser detectadas ja durante o
periodo isquémico, porém sd0 mais intensas apOs a revascularizacdo do tecido. A
identificac8o precoce desse processo é fundamental para a prevencdo e diminuicéo de lesdes
organicas locais e sistémicas na segundafase, isto &, afase de reperfusdo tissular®.

Radicais livres de oxigénio desempenham um papel fundamental nas lesdes pulmonares
decorrentes da reperfusdo de tecidos hipoperfundidos. Durante a fase isquémica, ocorre
grande liberacdo da enzima xantina oxidase, cuja acéo leva a uma maior producéo de radicais
superoxido. Estes se relacionam com lesdo da membrana aveéolo-capilar e conseqliente
transudacdo, contribuindo assim para o aparecimento da sindrome da angustia respiratoria do
adulto (SARA). Além disso, os radicais livres de oxigénio relacionam-se com lesbes em
outros 6rgdos como coraco, figado, rim e cérebra®.

Em condicles de estresse oxidativo, uma grande variedade de radicais livre de oxigénio é
produzida, o que resulta em dano da membrana celular e aumento da permeabilidade
endotelial a fluidos, macromoléculas e células inflamatérias’®.
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Neutréfilos polimorfonucleares apresentam atividade importante no desenvolvimento de
lesbes pulmonares, que sd0 dependentes da interacdo adesiva entre estes leucdécitos e as
células endotdliais. Os polimorfonucleares produzem mediadores quimicos como radicais de
oxigénio e proteases, que se relacionam a um aumento da permeabilidade endotelial e
consegliente penetracdo desses neutréfilos no intersticio pulmonar, agravando a lesdo
tecidual®.

Radicais livres de oxigénio desencadeiam diretamente a ativacdo de polimorfonucleares, a sua
adesdo ao tecido endotelial e a outras células similares, bem como a quimiotaxia leucocitéria,
promovendo assm o0 desenvolvimento de lesdo mediada por leucocitos, em tecidos
submetidos & isquemia®®.

Além da acdo direta como efetores finais, os radicais livres de oxigénio apresentam atividade
importante na fisiopatologia da lesdo pulmonar aguda como mensageiros secundarios. A
expressdo de moléculas adesivas e a producdo de citocinas no pulméo sdo mediadas por estes
radicais e relacionam-se & lesdo inflamatéria deste 6rgao®.

O azul de metileno inibe a producdo de radicais superdxido por agir como um receptor
aternativo de elétrons da xantina oxidase. Mais detalhadamente, pares de elétrons de cada
oxidacdo enzimética so transferidos para o azul de metileno a partir do centro ferro-sulfurico
da xantina oxidase, onde 0 oxigénio molecular seria convertido em radicais superoxido. Desta
forma, aformacao destes radicais é inibida™'.

Em ratos submetidos a sépsis decorrente de peritonite fecal por ligadura do ceco e perfuracéo,
observa-se menor dano pulmonar, maiores niveis de pressdo arterial e melhor funcéo
pulmonar nos animais tratados com azul de metileno, quando comparados agqueles de grupo
controle *°.

Além das agBes mencionadas, o azul de metileno pode apresentar efeito protetor pulmonar por
outros mecanismos, como inibi¢cdo do éxido nitrico. Em coelhos submetidos a choque séptico
induzido por inoculacdo de lipopolissacarideos, observase que o azul de metileno
administrado por via endovenosa restabelece os niveis de pressdo arterial. Este efeito esta
relacionado a normalizagédo dos niveis de Oxido nitrico plasmético, cuja desregulagdo acarreta
0 desenvolvimento de hipotensdo arterial e chogue. Além da atividade de relaxamento da
musculatura vascular, o éxido nitrico pode, quando em altos niveis, reagir com radicais
superdxido e formar peroxinitrito, o qual apresenta propriedades citotdxicas™®. Além disso, a
decomposicdo do peroxinitrito promove severa atividade oxidante'’.

O objetivo deste estudo € avaliar o efeito do azul de metileno, um inibidor da formacdo de
radicais de oxigénio, na lesdo pulmonar causada por isgquemia-reperfusdo intestinal,
responsavel direta pelo aumento de radicais livres circulantes.

M étodos

Este estudo obedeceu as normas de pesquisa com animais preconizadas pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), instituicdo filiada ao International Council
for Laboratory Animal Science.

Utilizaram-se 32 ratos machos (Rattus norvegicus albinus, Rodentia mammalia) da linhagem
Wistar - PUC-PR, com idade que variou entre 100 e 130 dias, pesando 250 a 300 gramas.
Dividiu-se a amostra aleatoriamente em 2 lotes de 16 ratos cada: grupo controle e grupo
experimento. Os animais permaneceram no Biotério Central da Pontificia Universidade
Catdlica do PR, mantidos em caixas padronizadas, com nimero maximo de 4 ratos por caixa,
sob temperatura e luminosidade naturais, recebendo &gua potével e racdo padrdo comercial
em regime livre até o inicio do experimento.
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Realizou-se anestesia geral, induzida com administragdo intramuscular de ketamina (60
mg/kg) e xilazina (10 mg/kg).

Ambos os grupos foram submetidos a laparotomia mediana e oclusdo da artéria mesentérica
crania por meio de uma ligadura tempordria da mesma. Seguiu-se a sintese da parede
abdominal em dois planos, o primeiro peritdnio-muscul o-aponeurdtico; o segundo, o da pele,
com chuleio continuo, utilizando-se em ambos os planos, fio monofilamentar de néilon 3-0.
Apdbs 60 minutos, reabriu-se a cavidade para a realizacdo da reperfusdo intestinal, confirmada
por meio da verificagdo do reaparecimento da pulsagdo na arcada mesentérica. e mudanca de
coloracdo das al¢as do intestino delgado. Posteriormente, administrou-se, no grupo B, 2 ml de
azul de metileno esté&ril a 1 % intraperitonealmente e, no grupo A, 2 ml de solugdo salina
isotonica estéril pela mesma via de administracdo. Seguiu-se novo fechamento da parede
abdomina conforme técnicaja descrita.

Decorridas 4 horas de reperfusdo intestinal, os animais foram sacrificados. Procedeu-se a
toracotomia mediana com isolamento e retirada dos pulmdes, que imediatamente foram
armazenados em cuba com gelo.

Os pulmdes foram divididos em 3 partes. 1 segmento foi fixado em formaina a 10 % e
encaminhado para estudo histopatol dgico, os 2 outros foram armazenados em cubas com gelo
para estudo bioguimico e para avaiagéo do edema pulmonar.

Realizou-se avaliacdo da lesdo pulmonar através de cortes obtidos a partir de toda extenséo
dos pulmdes, corados com hematoxilina-eosina. Analisaram-se 0S seguintes parametros.
edema intersticial e infiltracdo neutrofilica. Graduou-se 0 edema em: discreto (+) quando
estiveram presentes somente alteracdes focais, moderado (+ +) quando estiveram presentes
alteracdes multifocais e intenso (+ + +) gquando estiveram presentes alteracOes difusas.
Avdiou-se a infiltragdo neutrofilica pelo nimero de leucdcitos presentes em aumento de 10
X.

A partir da relacéo “peso-Umido” / “peso-seco”, avaliou-se o edema pulmonar. Obteve-se 0
primeiro dado através da afericdo da peca em balanca digital analitica Scientech. As amostras
foramlgsecas em temperatura de 80°C por 24 horas de modo a permitir a medida do *peso-
Seco”™.

Determinou-se a atividade da enzima xantina oxidase por andlise indireta através da
quantificacdo do &cido Urico em 292 nm por espectofotometriat®. Armazanou-se 0 segmento
pulmonar destinado a esta andlise em recipientes com gelo para a preservacdo enzimatica.
Redlizou-se a homozeneizacdo do material com a utilizaggdo do homogeneizador Potter-
Elyhgem. A seguir, processou-se as etapas subsequentes para o isolamento da enzima com a
utilizacdo do banho maria Fanem e da centrifuga refrigerada Beckmann. Feito o isolamento,
realizou-se a reacdo enzimética com a utilizacdo do reativo xantina 0,20 mM (2,6
dihydroxypurine - 99-100 %, SIGMA®). Com a utilizacdo do espectofotbmetro de
Beckmann, processou-se a andlise espectofotométrica em 292 nm.

Para a analise dos resultados foram utilizados os seguintes testes estatisticos. para avaliagéo
do edema intersticial, utilizou-se o teste exato de Fisher; para andlise da infiltracdo
neutrofilica, adotou-se o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney e para a determinagdo da
relacdo “peso-seco” / “peso-Umido” e avaliacdo da atividade da enzima xantina oxidase foi
utilizado o teste t de Student para amostras independentes, levando-se em consideracéo a
homogeneidade das variancias. Fixou-se p = 0,005 ou 5 % como nivel de rejeicdo da hipotese
de nulidade.

Resultados

Nenhum 6bito ocorreu durante a realizacéo do experimento.
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Na avaiacdo dos dois par@metros histologicos, isto é edema intersticia e infiltragdo
neutrofilica, verificamos que os animais tratados com o azul de metileno apresentaram um
edema menor e uma reacdo leucocitéria também menor, caracterizando assim um processo
inflamatério menor (Figura 3).

Em relagdo a0 edema intersticial o teste estatistico de Fisher demonstrou uma diferenca
significativa entre os dois grupos (p=0,0032). Observase na Tabela 1 que 0 grupo
experimento apresenta um percentual maior de casos com grau discreto do que o grupo
controle, um percentual menor de grau moderado do que o grupo controle e ndo apresenta
casos de grau intenso.

Ao analisarmos a relacdo peso Umido/peso seco, observamos que ela foi significantemente
maior No grupo controle que no grupo experimento, comprovado estatisticamente pelo teste t
de Sudent, (p < 0,05), o que corrobora com a andlise qudlitativa do parédmetro “edema
intersticial”, realizada no estudo histolégico (Figura l e Tabela 2).

Em relacdo ao infiltrado neutrofilico, o teste de Mann-Withney indicou que existe diferenca
estatisticamente significante entre os grupos estudados, visto que o nimero de neutrofilos foi
significantemente maior no grupo controle que no grupo experimento (p<0,0001) (Figura 2).
Na avaliacéo da atividade da enzima xantina oxidase, de forma indireta por afericdo da
concentracdo de écido Urico, verificou-se que a atividade da enzima estava presente e era
semelhante nos dois grupos estudados. Estes dados foram demonstrados pelo teste t de
Student para amostras independentes, levando-se em consideracdo a homogeneidade das
variancias. Nao houve evidéncia de que os grupos sejam diferentes em relacdo ao nivel de
acido drico (p=0,796).

TABELA 1 - Estudo histolégico para avaliagdo do edema pulmonar no grupo controle e no
grupo experimento.

Edemaintersticial* Grupo Experimento Grupo Controle
Grau 1 — Discreto 11 (68,75%) 2 (12,50%)
Grau 2 —Moderado 5 (31,25%) 12 (75,00%)
Grau 3 — Intenso 0 (0,00%) 2 (12,50%)
Tota 16 16

(*) Asclassificagbes moderado e intenso foram agrupadas para a aplicacdo do teste.
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FIGURA 1 — Percentua de casos de edema intersticial discreto, moderado e intenso nos
grupos experimento e controle.

TABELA 2 - Média dos valores e desvio padrédo do nimero de neutrdfilos, da relacdo peso
Umido/peso seco e da atividade da enzima xantina oxidase através da
concentragdo de &cido Urico tissular.

Grupo Grupo Controle Valor dep
Experimento n=16 n=16
Média £ desvio Meédia £ desvio
padréo padré&o
NUmero de 10,50 + 2,66 28,75+ 3,89 < 0,0001*
neutr ofilos
Relagao peso 491+041 6,15+ 0,21 < 0,0001*
umido/peso seco
Acido urico (u/mg 2,31+£0,17 2,32+£0,18 0,7966
de proteina
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NUMERO DE NEUTROFILOS NA AVALIACAO HISTOLOGICA
45

40

35
30

25 I

20
15

10 1
Y

5 Maximo
0 Minimo

NUmero de neutréfilos

Experimento Controle U Mediana
GRUPO

FIGURA 2 — Média do niumero de leucdcitos neutréfilos encontrados no grupo experimento e
no grupo controle.

FIGURA 3 — Fotomicrografias do corte histologico de pulméo de anima do grupo controle
(A) e de animal do grupo experimento (B) submetido a tratamento com azul de
metileno, demonstrando acentuado edema e importante reacéo leucocitaria no
grupo controle em relacéo ao grupo experimento (HE — 400x).
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Discussao

A isguemia mesentérica aguda acarreta altas taxas de mortalidade, variando de 60 a 100 %.

Sua causa mais freqlente é a embolizacdo da artéria mesentérica superior (50 %), seguida
pela trombose da mesma artéria em aproximadamente 25 % dos casos’.

Em nosso estudo, a ocluséo da artéria mesentérica cranial em ratos promoveu na totalidade
dos casos isquemia intestinal, observada pela coloragdo azulada da viscera apds 60 minutos de
interrupgao do fluxo arterial.

Atici e col (2003) demonstraram os efeitos deletérios da isguemia-reperfusdo intestinal sobre
a capacidade regenerativa do figado. Além deste, diversos 6rgaos também sdo afetados, tendo

especial participacio os pulmdes®.

A andlise histopatol 0gica realizada neste experimento mostrou importante lesdo pulmonar no

grupo controle. Observou-se uma maior infiltracdo neutrofilica nos animais grupo controle
guando se comparou com 0 experimento.

A lesdo pulmonar também pode ser observada pelo importante edema pulmonar encontrado

no grupo controle na avaliacéo da relacdo “peso-Umido” / “ peso-seco”.

O principal mecanismo envolvido na génese da lesdo pulmonar € a grande liberacdo de
xantina oxidase durante o periodo de isquemia intestinal. Durante a reperfusdo, o retorno da
oferta de oxigénio leva a producédo de grande quantidade de radicais superéxido. Estes levam
ao desenvolvimento da Sindrome da Angustia Respiratoria do Adulto pela lesdo da membrana
alvéolo-capilar com posterior formago de transudato pulmonar®.

Em nosso estudo, quantificamos a atividade da enzima xantina oxidase de forma indireta pela
formacdo do &cido Urico. Métodos mais sensiveis ja foram propostos por outros autores como

Beckman que preconizou a utilizacdo de uma medida fluorométrica que € 100 a 500 vezes
mais sensivel que o método anterior”’. Entretanto, encontramos grande dificuldade na
realizacdo desta metodologia 0 que tornou inviavel a sua utilizacéo.

A afericdo direta dos radicais de oxigénio seria 0 método mais fidedigno na avaliacéo de
processos sistémicos que levam a sua formagdo. Todavia, custos elevados tornam a execucéo

desse método quase que impraticavel.

A andlise bioquimica deste estudo mostrou o0 éxito na obtencdo da liberagdo da xantina
oxidase no pulmd de ambos os grupos. Os valores obtidos pela espectrofotometria
mostraram importante atividade biol 6gica da enzima em todos os animais do experimento.

Isto corrobora com a teoria de que em ambos 0s grupos a atividade da xantina oxidase se
mantém, mesmo com o uso do azul de metileno, pois eles sofreram 0 mesmo estresse
isquémico. Entretanto, o grupo experimento apresenta menor lesdo pulmonar, pois o azul de
metileno funciona como um receptor dos elétrons provenientes da reacdo enzimética
catalizada pela enzima. No grupo controle, 0 oxigénio é que recebe esses e étrons levando a
formacgdo de radicais livres que atuam no processo de lesdo sistémica.

Salaris e col. em 1991 estudaram a utilizacdo do azul de metileno como um inibidor da
geracdo de radicais de oxigénio pela agdo da enzima xantina oxidase. Demonstraram que

pares de elétrons de cada oxidag&o enzimética sdo transferidos para o centro ferro-sulfarico do

azul de metileno.

No grupo experimento em que se utilizouo azul de metileno, observou-se um menor indice de
lesdo pulmonar pela menor seqlestracdo de neutrofilos na andlise histolégica. Também
observou-se pouca formagdo de edema intersticial quando se comparou com 0 grupo controle.

A andlise da relacdo “peso-Umido” / “peso-seco” mostrou maior formacdo de edema
pulmonar nos animais onde se administrou solugdo salina isoténica.
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Conclusao

O azul de metileno, quando utilizado na prevencdo da lesdo pulmonar pela isquemia
reperfusdo intestinal em ratos, apresenta excelentes resultados na diminuicdo do sequiestro
neutrofilico e na menor formagdo de edema pulmonar.
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