383

9-ARTIGO ORIGINAL

Efeitos hemodinamicos e metabdlicos iniciais da perfusdo hipotérmica
intestinal in situ. Avaliacdo de um novo modelo canino de autotransplante

intestinal

Initial hemodynamic and metabolic effects of intestinal hypothermic perfusion
in situ. An alternative model of canine intestinal autotransplantation.

Ruy Jorge Cruz Junior?, Cristiano de Jesus Correia®, Luiz Francisco Poli de
Figueiredo?, Mauricio Rocha e Silva®

1. Estudo realizado no Servico de Fisiologia Aplicada - Instituto do Coracéo (InCor) da Faculdade de Medicina
da Universidade de S&o Paulo (FMUSP) e Laboratério de Investigacdes Médicas (LIM -11) daFMUSP.

2. Médico-assistente - Doutor, do InCor da FMUSP.

3. Pesquisador do Laboratério de Investigagbes Médicas (LIM -11) da FMUSP.

4. Professor Associado do Depto. de Cardiopneumologiada FMUSP.

5. Professor Titular do Depto. de Cardiopneumologia da FMUSP.

RESUMO

O transplante intestinal tem sido utilizado como uma aternativa promissora no tratamento da
sindrome do intestino curto em pacientes adultos e pediétricos. Véarios modelos experimentais
foram desenvolvidos com a finadlidade de testar diferentes solugbes de preservacdo. No
entanto séo modelos complexos gque levam, muitas vezes, um tempo prolongado para a sua
realizag&o.

OBJETIVO: Neste estudo, desenvolvemos um modelo alternativo de autotransplante
intestina in situ analisando os efeitos hemodinamicos e metabdlicos iniciais da perfusdo
hipotérmica com solugdo de Ringer lactato.

METODOS: Foram utilizados seis cdes machos sem raca definida (22,8+1,4 Kg); as
variaveis hemodinamicas sistémicas foram obtidas por meio de cateter arterial e pelo Swan-
Ganz. A perfusdo do trato gastrintestinal foi avaliada pela medida do fluxo sangliineo da veia
mesentérica superior (FSVMS, fluxémetro ultra-sbnico), e através da medida do pCO;
intestinal (pCO»-int e pCO2-gap, tonometria a gas). Inicialmente realizamos a seccdo do
jeluno proximal e ileo distal e isolamento dos vasos mesentéricos com fitas cardiacas, todo o
tecido nervoso e linfatico em torno do eixo vascular intestina foi seccionado. O territorio
mesentérico foi perfundido através da artéria mesentérica superior por 30 minutos com 1000
ml de Ringer lactato a £C, e o efluente drenado através de uma pequena incisio na veia
mesentérica superior. Os animais foram observados por 120 min ap6s o inicio do periodo de
reperfusdo. Amostras de sangue foram obtidas da aorta abdominal, para andlise gasométrica.
RESULTADOS: A perfusdo intestinal hipotérmica induziu uma reducéo do FSMV'S apenas
nos primeiros 30 min de reperfusdo (587?70,9 para 398?102,8 ml/min) e um aumento do
pCO2-gap (272,7 para 29,876 mmHg). Nao foram observadas alteracfes significativas em
relacdo a par@metros hemodin@micos e metabdlicos sistémicos (PAM, DC, pH, excesso de
bases, hemoglobina) assim como na temperatura central.

CONCLUSAO: O modelo de autotransplante intestina é extremamente Util e de fé&cil
execucdo, para a avaiagdo inicia de solucOes de preservacdo e/ou drogas antioxidantes,
comumente utilizadas no transplante de intestino.
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Descritores. Transplante intestinal. Tonometria a gés. Perfusdo hipotérmica. Solugbes de
preservacao.

ABSTRACT

Intestinal transplantation is an acceptable therapy for children and adults with short bowel
syndrome. The great majority of large animal experimental models of intestinal
transplantation are complex and take a lot of time to be performed. In this study, we
developed an alternative model of intestinal autotransplantation and evaluate the initial impact
of isolated hypothermic intestina perfusion with Ringer’s lactate solution on hemodynamic
and metabolic parameters.

METHODS: Six pentobarbital anesthetized mongrel dogs were used in this study (22,8+1,4
Kg). Systemic hemodynamic were evaluated through a Swan-Ganz and arterial catheters;
while gastrointestina tract perfusion by superior mesenteric vein blood flow (SMVBF,
ultrasonic flowprobe) and intestinal mucosal pCO, (pCO»-int and pCO,-gap, gas tonometry).
Initially, the proximal jejunum and distal ileum were transected; at the basis of the mesentery
excepting the superior mesenteric artery and vein. The small bowel was then perfused in situ
with cold (4°C) Ringer's lactate solution for 30 minutes, with an automatic pump. The
animals where observed for 120 minutes after reperfusion. Blood samples were collected from
thoracic aortafor gas blood anaysis.

RESULTS: Hypothermic intestinal perfusion induced a partial reduction on SMVBF, only in
the first 30 min of reperfusion (398?102,8 to 587?70,9 ml/min) and an increase on pCO2-gap
(2?2,7 t0 29,876 mmHg). During the experimental protocol, we did not observe significant
alterations on systemic hemodynamic or metabolic parameters (MAP, CO, pH, base excess
and hemoglobin levels) as well as on central core temperature.

CONCLUSION: The modd of intestina transplantation is very useful to test different
preservation solutions and/or antioxidants drugs, which are often used in clinical small bowel
transplantation.

Key words: Small bowel transplantation. Gas tonometry. Hypothermic perfusion.

I ntroducéo

O transplante intestinal tem sido utilizado como uma alternativa promissora no tratamento da
sindrome do intestino curto em pacientes adultos e pediétricos. Apesar de uma elevada taxa de
complicacOes, a sobrevida de cinco anos do enxerto intestina varia de 50 a 70% em muitos
centros americanos.’® Esse aumento da sobrevida do enxerto deve-se principamente a
utilizacdo de novas drogas imunossupressoras e a realizacdo do transplante combinado figado-
intestino.

Além do controle da rejeicdo, o sucesso do transplante intestina esté relacionado a
minimizacdo da lesdo oxidativa apés o fendmeno de isquemia e reperfusiio mesentérica’
Neste interim, vérias solucdes de preservacdo foram utilizadas com a finalidade de aumentar o
tempo de preservagcdo do 6rgdo e reduzir os efeitos deletérios da isquemia hipotérmica,
podendo desta forma ter impacto fundamental na viabilidade do enxerto a curto e médio
prazo.

Desta forma varios modelos experimentais em animais de grande e pegqueno porte foram
desenvolvidos, com o objetivo de estudar as diferentes solucfes de preservacdo disponivels,
assim como o efeito final da denervac&o do territorio mesentérico.*



385

Com a findidade de analisarmos o efeito isolado da perfusdo hipotérmica no territério
intestinal e sua posterior reperfusdo, desenvolvemos um modelo aternativo de autotransplante
intestina in situ em cdes andisando os efeitos hemodindmicos e metabdlicos iniciais da
perfusdo hipotérmica com solucdo de Ringer lactato.

M étodos

Este projeto foi realizado conforme com as normas internacionais para utilizacdo de animais
de experimentagéo.

Preparacao animal

Foram utilizados seis cées sem raca definida, com peso de 22,8+1,4 kg. Os animais foram
submetidos a um periodo de jejum de 12 horas, porém com livre acesso a agua. A anestesia
foi realizada com injegdo intravenosa de pentobarbital sodico, 25 mg/Kg; sendo os animais
posicionados em decubito dorsal sob colchdo térmico. Apds a entubac&o orotraqueal, 0s caes
foram submetidos a ventilagdo mecanica. O respirador foi gustado com volume corrente de
15 mi/Kg, 1,0 de fracdo inspirada de oxigénio e frequéncia respiratoria de 14 mpm. Doses
adicionais de pentobarbital foram utilizadas quando necessérias.

Através de uma inguinotomia direita, foi realizada a cateterizacdo da veia femoral, sendo
posicionado um cateter de polietelieno (PE240), no interior da veia cava inferior. Apos a
obtencdo do acesso venoso, foi aplicado 0,5 mg de atropina. Um outro cateter de polietileno
foi introduzido na artéria carétida comum direita, para medida da pressdo arteriad média e
colheita de sangue arterial para andlise gasométrica, pH, bicarbonato, déficit de bases,
hematdcrito e hemoglobina.

Através da veia jugular externa direita, foi introduzido cateter de Svan-Ganz' 93A-131H-7F
(Baxter Health Care Corporation, Irvine, CA - EUA), cuja extremidade distal foi posicionada
na artéria pulmonar, por meio da andlise das curvas de pressdo. Este cateter foi conectado ao
monitor de débito cardiaco (Vigilance, Baxter Edwards Critical Care, Irvine, CA - EUA),
permitindo a medida da pressdo média da artéria pulmonar (PMAP), débito cardiaco (DC) e
temperatura central.

As medidas pressoricas foram redlizadas através da conex8o dos respectivos cateteres a
transdutores de pressdo (Transpac Disposable Transducer, Abbott, Chicago, IL - EUA)
ligados em um sistema de aquisicdo de dados biolégicos (modelo MP 100, Biopac System
Inc., Goleta, CA — EUA) sendo os dados registrados em um computador através de software
especifico (ACgKnowledge’ TIl MP 100 WSW).

Model o de auto-transplante intestinal

1. O acesso a cavidade abdominal foi obtido por incisdo mediana.

2. Inicidmente, realizamos, a secc¢do do jejuno proximal a 10 cm do angulo de Treitz,
sendo realizada a ligadura de todo 0 mesentério em diregdo ao eixo vascular. O mesmo
procedimento foi realizado no ileo terminal a aproximadamente 10 cm da vavula
ileocecal (o0 fechamento das extremidades intestinais foi realizada com sutura
continua, com algodéo 2.0);

3. em seguida, foi realizada a disseccéo da artéria e veia mesentérica em sua porcdo mais
proximal, sendo estes vasos isolados e reparados com fitas cardiacas. Um fluxémetro
ultra-sdnico foi posicionado ao redor da veia mesentérica (T206 small animal blood
flowmeter - Transonic Systems Inc., Nova York - EUA) para a medida continua do
fluxo sangliineo neste vaso (FSVMS). (Figura 1A).
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4. Umaincisdo de aproximadamente 0,5 cm foi realizada na borda contra-mesentérica do
ileo (aproximadamente 20 cm do coto distal) sendo introduzido, em diregdo proximal,
uma sonda de tonometria géstrica (cateter TRIP’° Tonometric Catheter - 16F /

Tonometrics Division, Helsinque - Finlandia). Este cateter foi conectado ao sistema de
leitura TONOCAP’® (Datex-Engstrom Division, Helsinki - Finlandida), permitindo a
medida da pressdo parcia de dioxido de carbono da mucosa intestinal (pCOz-int); as
alcas intestinais foram protegidas com compressa Umida em soro fisiolégico, sendo
entdo realizada a oclusdo da artéria e veia mesentérica superior com pingas vasculares
ndo trauméticas.

5. Através de uma abertura transversal na parede anterior da artéria mesentérica superior,
foi introduzida uma sonda de Levine para a redizacéo da perfusdo hipotérmica do
intestino delgado com solucéo de Ringer lactato a 4°C, por 30 minutos (taxa de
infusdo 33,3 ml/min), uma outra pequena incisdo foi realizada na veia mesentérica
superior para drenagem da solucéo de perfusdo (Figuras 1B e 1C).

6. Apos a perfusdo hipotérmica realizamos a retirada da sonda de Levine e fechamento
da arteriotomia e venotomia com fio de polipropileno 6-0.
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FIGURA 1 - Modelo alternativo de autotransplante intestinal: (A) disseccdo e isolamento
completo da artéria e veia mesentérica superior; (B) pincamento dos vasos

mesentéricos e posicionamento do cateter de polietileno no interior da
artéria mesentérica superior, para a realizagdo da perfusdo hipotérmica do
intestino delgado; (C) drenagem da solugdo de perfusdo através de uma
pequena incisdo realizada na parede anterior da veia mesentérica superior.
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Protocolo experimental

Trinta minutos apés o fina da preparacéo, foram obtidas as medidas basais (BL). Em seguida
foi realizada a oclusdo dos vasos mesentéricos, sendo iniciada a perfusdo do intestino delgado
com 1000 ml de solucdo de Ringer lactato a 4°C, por 30 minutos, com o auxilio de bomba
automética (Harvard Apparatus, Massachusetts - EUA), conforme descrito anteriormente. O
cateter da artéria mesentérica foi retirado sendo realizada a sutura da artéria e da vea
mesentérica superior. Apos 45 minutos de isquemia intestinal foram realizadas novas medidas
hemodinamicas (1145).

Apos, aretirada das pincas vasculares, os animais foram observados por um periodo adicional
de duas horas (RO a R120). Ao final do experimento os animais foram sacrificados com
infusdo de pentobarbital sodico (50 mg/Kg), seguido de infusdo de 20 ml de cloreto de
potassio hipertonico.

Variaveis analisadas

A pressdo arterial média, temperatura central e o fluxo sangtiineo da veia mesentérica superior
foram avaliados continuamente. O débito cardiaco foi determinado pela técnica de
termodiluigdo, utilizando injegcdo em bolus de 3ml de solugdo salina isotdnica a 20°C, a cada
10 minutos.

O déficit de bases, pH, pCO2, pO,, saturacdo de hemoglobina, hematdcrito, e o bicarbonato
nas amostras de sangue proveniente da aorta abdominal foram obtidos nos momentos basais
(BL) e 30, 60 e 120 minutos apos o inicio da reperfusdo (R30, R60 e R120, respectivamente).
As amostras de sangue foram analisadas imediatamente apos a colheita pelo analisador de
gases Sat Profile Ultra Analyzer (Nova Biomedical, Waltham, MA, EUA).

Tonometria intestinal

O pCO2 da mucosa intestinal (pCO2-int) foi avaliado automaticamente a cada 10 minutos,
através da tonometria a gés. O pCO2-gap foi calculado através da diferenca entre a pCO, da
mucosa intestina e a pCO, arterial.

Metodologia estatistica

Os resultados sdo apresentados como média ? erro padrdo. Andlise edtatistica foi realizada
usando o software Statistic Package for Social Sciences for Windows (versdo 6,0 - SPSS Inc.,
Chicago, IL, EUA). Foi utilizada andlise de variancia controlada pelo teste de Tukey.
Diferenca estatistica foi considerada para valores de p menores que 0,05.

Resultados

Todos os animais apresentavam-se hemodinamicamente estdvels no inicio do experimento.
No final do periodo de perfusdo hipotérmica, ndo foram observadas ateracdes significativas
em relacdo as variaveis hemodinamicas avaliadas (pressdo arterial média e pressdo média da
artéria pulmonar, débito cardiaco), exceto a auséncia de fluxo sanglineo mesentérico
decorrente da oclusdo dos vasos mesentéricos (Tabela 1). Neste periodo, pudemos observar
um aumento progressivo do pCOq-int (37?74,3 para 65,3?7,6 mmHg) e do pCO,-gap (272,7
para29,8?6 mmHg) (p < 0,05).

No periodo de reperfusdo intestinal ndo ocorreram alteractes significativas dos parametros
hemodinadmicos avaliados (PAM, PMAP e DC). Observamos, ho entanto, uma recuperagcdo
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parcia do fluxo sangliineo da veia mesentérica superior durante a fase inicia de reperfusio,
(3987102,8 ml/min vs. 587?70,9 mi/min). O restabelecimento do fluxo para o intestino
delgado proporcionou uma reducéo progressiva, porém ndo significativa, do pCOz-int e do
pCO,-gap mesmo apos duas horas do inicio da reperfusdo (Tabela 1). Apesar da utilizagdo da
perfusdo hipotérmica in situ, ndo foi observada reducdo significativa da temperatura central.
N&o ocorreram alteracdes significativas do pH e da hemoglobina arteria durante todo o
protocolo experimental (Tabela ).

TABELA 1 — Pressdo arterial e da artéria pulmonar média (PAM, PMAP), débito cardiaco
(DC) fluxo sangliineo da vela mesentérica superior (FSVMS) pCO2-int,
pCO2-gap, temperatura central, pH e hemoglobina arterial durante 0 momento
basal (BL), no final do periodo de isquemia hipotérmica (1145), e 30, 60 e 120
minutos apés o inicio da reperfusdo (R30, R60 e R120).

BL 1145 1. R30 R60 R120
PAM (mmHg) 12528.6 12927.1 11529.8 112?10.1 11528.9
PMAP (mmHg) 162715 15.6?1.0 161713 15.871.4 158713
DC (L/min) 3.220.3 3.120.1 2.520.3 2.620.4 2.520.4
FSVMS (ml/min) 587270.9 0° 3982102,8 2 4212732 405,62102.8
pCO2-int (MmHg) 37243 732362 65.327.6 64211.8% 52.877.6
pCO2-gap (mmHg) 2.7 - 298726 30.629.82 21.777.42
temperatura (°C) 36.120.1 36.420.2 36.320.2 36.120.4 36.820.5
pH arterial 7.3720.01 - 7.3370.02 7.3570.02 7.3570.02
Hb- arterial (g/d!) 11.3?1.2 - 12.871.1 121712 121715

Legendas; ® p<0,05vs. BL

Discussao

Varios sdo os modelos utilizados com o objetivo de avaiar os efeitos imediatos e tardios do
transplante de intestino em animais de grande porte. Os modelos de autotransplante intestinal
mimetizam as alteracGes decorrentes do alotransplante, mas eliminam, por razbes dbvias, 0s
efeitos decorrentes da ativacdo do sistema imunoldgico. Geramente, o procedimento consiste
na retirada do orgédo da cavidade, perfusdo e preservacdo do 6rgdo com solugdes e
temperaturas adequadas, e finalmente, o reimplante do intestino em seu lugar de origem. No
entanto, s80 modelos complexos que levam muitas vezes, um tempo cirdrgico prolongado,
além da necessidade de pessoa treinado para a realizagdo anastomoses vasculares. Além
disso, muitos grupos apresentaram taxas de mortalidade extremamente altas, de até 50%, com
0 uso deste model0.#%9
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Por razdes econbmicas e praticas, outros grupos realizam apenas a seccdo de todo o tecido

linfético e nervoso na raiz do eixo mesentérico, sem a inducdo de isquemia normo ou
hipotérmica '®? Estes modelos s3o utilizados para a avaliagdo do transito e da capacidade de
absorcéo intestinal. No entanto, a lesdo de isgquemia e reperfusdo, ndo € considerada e/ou
avaliada neste tipo de experimento.

Portanto os modelos de autotransplante apresentam dois objetivos distintos para a sua
realizacdo: (1) a avaliacdo isolada dos efeitos da isgquemia e reperfusdo intestina e (2) estudo
dos efeitos da denervacdo do territdrio mesentérico.

Neste estudo, desenvolvemos um modelo aternativo de autotransplante intestinal de facil e
rapida execucdo, analisando os efeitos hemodinamicos e metabadlicos iniciais da perfusdo
hipotérmica com solucdo de Ringer lactato, sem a retirada do 6rgéo da cavidade. Este modelo

permite avaliar dém dos efeitos da perfusdo hipotérmica, as ateragdes decorrentes da
denervacdo mesentérica.

No modelo apresentado, ndo observamos o desenvolvimento de hipotermia mesmo com a
realizacdo da perfusdo hipotérmicaintestina in situ; aém disso, os valores de hemoglobina se
mantiveram em torno de 12 g/dl durante todo o experimento, denotando um pegueno

sangramento durante a fase de perfusdo do territorio mesentérico. Outros achados importantes
foram a auséncia de ateracBes hemodinamicas significativas e desenvolvimento de acidose
metabdlica durante a fase reperfusio.

Pudemos observar, neste estudo, a susceptibilidade da camada mucosa intestinal ao fendbmeno

de isquemia e reperfusdo, através da elevacdo dos valores da pCO»-int e do pCO»-gap, mesmo

com a utilizagdo perfusdo hipotérmica com Ringer lactato. Acreditamos, no entanto, que a
hipotermia promoveu um fator protetor a camada mucosa durante a fase de reperfusdo, visto

gue em estudos previamente realizados pelo nosso grupo, utilizando modelos de isquemia
normotérmica através da oclusao da aorta e exclusdo hepatica, a elevacdo da pCO, na mucosa
do trato digestivo foi significativamente maior e sua recupera%éo ulterior, denotando um
processo de isquemia da camada mucosa muito mais acentuado. >

Varios sdo os estudos que correlacionam as alteracbes histopatol 6gicas com as variagdes da
pCO, da mucosa do intestino.>!® Desta forma a tonometria intestina ou mesmo géstrica,

pode ser utilizada como um marcador importante na deteccdo da inviabilidade do enxerto ou
mesmo da lesdo de isquemia e reperfusdo na qual o intestino é submetido, conforme
demonstrado em diversos estudos clinicos e experimentais.

Nosso estudo apresenta algumas limitagcBes, como curto periodo de isquemia hipotérmica o
gual o enxerto € submetido, além da ndo perfusdo hipotérmica do |Umen intestinal; fatores
estes que podem ser facilmente modificados sem prejuizos ao modelo em estudos futuros.

Além disso, um tempo maior de observacdo apds a reperfusdo seria necessario para
estabelecer em que momento € restaurado o fluxo sangliineo mesentérico assim como a
perfusdo da mucosa intestinal.

Conclusao
O modelo de autotransplante intestinal é extremamente Util e de fécil execugdo, para a
avaiacdo inicial de solucdes de preservacdo e/ou drogas antioxidantes, comumente utilizadas

no transplante de intestino.
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