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RESUMO

Objetivo: Avaliar um modelo experimental de enterocolite necrosante em ratos proposto por Okur e colaboradores em 1995.
Métodos: Utilizou-se 28 ratos da raga EPM-Wistar no primeiro dia de vida, com peso entre 4 a 6 gramas. Os animais foram
submetidos a hipoxia (H) colocando os filhotes em uma camara de gas CO, para sacrificio de roedores onde receberam um
fluxo de ar contendo 100% de CO, durante 5 minutos. Apos a hipoxia os animais foram reanimados (R) com fluxo de ar
contendo O, a 100%, também durante 5 minutos. Os animais divididos em dois grupos: G1: controle (n=12): ratos néo
submetidos a H-R; G2: (n=16): ratos submetidos a H-R. Segmentos de intestino delgado e célon foram preparados para
analise histoldgica. O restante do intestino foi utilizado para dosagem de malondialdeido tecidual. Resultados: Dosagem
de malondialdeido do G1 foi em média 1,05 (0,44-2,03) e do G2 foi em média 2,60 (0,59- 6,4) nmol MDA/mg proteina. O G2
teve média significativamente maior do que a do grupo controle (p<0,002). Foi encontrada diferenca estatisticamente
significante entre os grupos de estudo quanto a distribuicdo do grau de lesdo onde o grupo G1 apresentou graus
significantemente menores do que o grupo G2. Conclusfes: O modelo mostrou que a hipoxia neonatal em ratos provoca
lesOes na parede intestinal.. Apesar das les6es histologicas discretas € um bom método para avaliagdo da liberagdo de
radicais livres teciduais.

Descritores: Enterocolite Necrosante. Modelos Animais. Ratos.

ABSTRACT

Obijective: To evaluate an experimental model of necrotizing enterocolitis in rats proposed by OKUR e col. in 1995.
Methods: On their first day of life, 28 EPM-Wistar rats weighing between 4 and 6 grams were submitted to hypoxia (H) by
placing them in a CO, gas chamber for rodents’ sacrifice, where they received a 100% CO, air flow for 5 minutes. After the
hypoxia the animals were reanimated (R) with a 100% O, air flow, also for 5 minutes. The animals were allocated in two
groups: G1: control (n=12): rats not submitted to H-R; G2: (n=16): rats submitted to H-R. Segments of the small intestine
and colon were prepared for histological analysis. The remaining intestine was used to measure tissular malondialdehyde.
Results: Mean malondialdehyde dosages were 1.05 (0.44-2.03) and 2.60 (0.59- 6.4) nmol MDA/mg protein for G1 and G2,
respectively. G2’s mean value was significantly higher than in the control group (p<0.002). Significant statistical difference
between the studied groups was found in relation the level of injury, with G1 presenting significantly lower levels than G2.
Conclusions: The model showed that neonatal hypoxia may cause intestinal wall injury in rats. Despite the discreet
histological injuries found, the method is suitable for evaluation of tissular free radicals.
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Introducéo comum nas unidades de cuidados intensivos neonatais;
cerca de 5% dos recém-nascidos (RN) com baixo peso ao

Apesar dos avancos significativos na pratica de  nascer acabam desenvolvendo ECN*. A maior parte dos RN

cuidados neonatais, a enterocolite necrosante neonatal
(ECN) continua sendo a mais importante causa de
mortalidade e morbidade (20 a 35%) em criancas com baixo
peso ao nascer. AECN é a emergéncia gastrointestinal mais

que desenvolvem ECN é tratada com nutri¢éo parenteral e
antibidticos de amplo espectro de agdo, ficando a indicagdo
operatoria restrita as ndo infreqiientes complicagdes e tendo
como principal objetivo atuar antes que ocorram perfuracdes
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intestinais, responsaveis pela péssima evolugdo destas
criangas. Nestes casos, a mortalidade cirdrgica pode chegar
a 45%?2. As criancas que sobrevivem as resseccdes de
grandes extens@es do intestino desenvolvem a conhecida
sindrome do intestino curto, cuja morbidade acaba
comprometendo de maneira definitiva o desenvolvimento
péndero-estatural, com implicacdes também no
desenvolvimento neuro-psico-mator?. Diferentes hipoteses
tém sido lancadas para explicar a origem da NEC, porém ela
permanece como uma doenca de etiologia desconhecida e
de patogénese incerta. O tratamento ainda é baseado em
observagOes empiricas e nenhum método de prevencao
mostrou sucesso absoluto'2. A combinagdo de isquemia
gastrointestinal, fruto de uma redistribuicdo do fluxo
sangtiineo esplancnico para 6rgdos vitais como coragéo e
cérebro, alimentacéo enteral, possivelmente predispondo a
lesdo da camada mucosa e mais a translocagao de bactérias
patogénicas, tudo isto associado a uma imaturidade dos
mecanismos imunitarios intestinais, estariam envolvidos em
seu desenvolvimento'2. Muitos modelos animais foram
usados para avaliar os efeitos da hipoxia na etiopatogenia
da ECN e demonstraram que o decréscimo da perfusdo
intestinal e que a lesdo tecidual seriam causadas por um
mecanismo de isquemia e reperfusdo®!2. O objetivo de
nosso estudo é avaliar um modelo experimental de ECN em
ratos proposto por em 1995 por Okur e col.®.

Métodos

O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Sao Paulo- UNIFESP-
EPM, com o protocolo n°® 0560/04.

Amostra

Foram utilizados 28 ratos recém-nascidos da linhagem
OUT B EPM-1 Wistar (Rattus norvegicus albinus, Rodentia
mamalia), com peso variando de 4 a 6 gramas.

- G 1: (N=12): ratos que ndo foram submetidos a
hipdxia-reoxigenacdo.

- G 2:(N=16): ratos que foram submetidos somente a
hipdxia-reoxigenacdo.

Experimento

Foi utilizado 0 modelo de ECN descrito por Okur e col.® ja
reproduzido por outros autores'®!?. Os animais foram
submetidos a hipoxia em uma camara (Camara de Gas CO,,
para sacrificio de roedores, modelo CGSCO2G — Marca
Beiramar), onde receberam um fluxo de ar contendo 100% de
CO, durante 5 minutos. Apos a hipdxia os animais foram
reanimados com fluxo de ar contendo O, a 100% durante 5
minutos e em seguida foram mantidos junto as respectivas
maes em ambiente normotérmico. Todos os animais receberam
leite materno antes e ap6s o procedimento. Todos 0s animais
foram submetidos a eutanasia por decapitagdo no quarto dia
de vida. Segmentos de intestino delgado e c6lon, cada um com
1 cm de extenséo, foram preparados para analise histoldgica. O
restante do intestino foi entdo removido em bloco e
imediatamente congelado a —-80°C para posterior
homogeneizagao e dosagem de malondialdeido tecidual.
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Exame histopatologico

Os fragmentos de 1 cm foram fixados em formol a 10%,
desidratados, embebidos em parafina e corados com
hematoxilina-eosina. Foram realizados cortes de 6
microémetros em cada fragmento e as laminas serdo
analisadas a microscopia Optica pelo patologista, sem o
prévio conhecimento sobre o grupo pertencente de cada
rato, e foram classificados de acordo com o grau de leséo
tecidual segundo Chiu e col.®:

* Grau 0: mucosa sem alterages.

« Grau 1: vilosidades bem constituidas, sem lise celular
ou processo inflamatorio, porém, com formacao do espago
subepitelial de Grunhagen.

e Grau 2: presenga de lises celulares, formagéo do
espaco subepitelial de Grunhagen e espagcamento
aumentado entre as vilosidades.

 Grau 3: destruicdo da porgdo livre das vilosidades,
presenca de capilares dilatados e de células inflamatorias.

e Grau 4: destruicdo estrutural das vilosidades,
havendo apenas esbogo de algumas, formadas por células
inflamatérias e material necrético, com hemorragia e
ulceragdo glandular basal.

« Grau 5: destruicdo de toda tnica mucosa, ndo mais
sendo observado qualquer estrutura glandular, mas apenas
material amorfo depositado sobre a tela submucosa.

Determinacéao de malondialdeido tecidual

Malondialdeido (MDA) é um produto final da
peroxidagdo de lipideos e é um pardmetro bem estabelecido
para determinar o aumento de radicais livres no tecido
intestinal. Para determinar os niveis de MDA serd utilizado
0 método do &cido tiobarbitirico (TBA), originalmente
proposto por Kohn e Liversedge'* e os valores seréo
expressos como nanomoles de MDA por miligrama de
proteina (nmol MDA/mg proteina) e por grama de tecido. O
conteldo protéico do homogenado sera determinado pelo
procedimento de “coomassie brilhant blue” (CBB). As
amostras teciduais foram descongeladas, anotou-se o peso
e adicionou-se 5 vezes 0 peso em gramas de solugdo tampéo
de TRIS 0,01M/pH 7,4. As amostras teciduais foram
homogeneizadas, 4 séries de 30 segundos em banho de
gelo e posteriormente, centrifugadas por 5 minutos a 10.000
roma4° C.

Dosagem de proteina

O reagente CBB interage com a proteina, permitindo a
quantificagdo da mesma utilizando uma curva padrdo de
albumina com concentra¢Bes conhecidas.

Preparo do reagente CBB: dissolveu-se 100 mg de CBB
250G em 50 ml de etanol 95% (agitou-se bem até dissolver).
Adicionou-se 100 ml de acido fosforico 85%, com agitacdo
constante. Acrescentou-se agua destilada para um volume
final de 1 litro. O reagente foi deixado em repouso por 24
horas e em seguida, filtrado e mantido em frasco escuro.

Utilizando uma soluc¢&o estoque de albumina bovina
(BSA) 10 mg/ml, preparou-se 200 ul das seguintes solugdes:
0,2 mg/ml, 0,2 mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,8 mg/ml e 1 mg/ml (albumina
bovina/ml de agua) para fazer a curva padrao de albumina
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bovina (curva padrdo para dosagem de proteinas). TABELAL1- Dosagem de MDA tecidual
Colheram-se 25 ul e 50 ul do homegenato, posteriormente

diluidos em 5 vezes em tampéo de TRIS 0,01M/pH 7,4; nmol/mg de Proteina

acrescentou-se 2,5 ml do CBB e foram feitas as leiturasem  Grupo Média  e.p. Minimo  Mé&ximo n

595 nm ap6s 10 min da adi¢do do reagente de CBB. o 10539 01419 04455 20337 m
e 26007 04677 05993 6,4034 16

Dosagem de malondialdeido

Analise de Variancia: p=0,002 *
Coletou-se 400 iL do sobrenadante do homogenato

centrifugado e a ele foram adicionados: 1 mL de écido Analise histologica (Figuras 1-6)
tricloroacético 20% e 400 iL de 4cido tiobarbitirico a 1,6%
sendo essa mistura incubada por 30 minutos a 95° Celsius.
Os lipideos foram extraidos pela adicdo de n-butanol (1,6
mL) e vigorosa agitagdo. A amostra foi centrifugada
novamente por 10 minutos a 3000 rpm. A absorbancia de
camada orgéanica foi determinada pela absor¢do em 532, 510
e 560 nm.Foi utilizada a seguinte equagdo proposta para
minimizar a interferéncia dos pigmentos heme e da
hemoglobina na dosagem de MDA®:

MDA, = 1,22[(A,,,)-(0,56)(A,,)+(0,44)(A,,)]

A curva de calibracéo foi tracada com 1,3,3 tetra-
metoxipropano malondialdeido bis (acetildimetilo).

A concentracdo de malondialdeido foi expressa em
nanomoles de malondialdeido por grama de tecido e em
nanomoles de malondialdeido por miligrama de proteina.

Estudo estatistico

As variaveis quantitativas continuas foram
representadas por média, erro padrdo da média (ep), valores
minimo e maximo e as discretas por freqiiéncia absoluta (n)
e relativa (%). O teste de Kolmogorov-Smirnov foi aplicado
para testar a presenga de distribuicdo normal nas variaveis
quantitativas dentro de cada grupo de estudo. Na
comparacdo entre os grupos de estudo em relagdo as médias
das variaveis nmol/mg de proteina foi utilizada a técnica de
Analise de Variancia (ANOVA) com o fator fixo Grupo. As
diferencas foram localizadas pelo teste de comparacdes
multiplas de Tukey. Foi aplicada a Prova ndo paramétrica de
Kruskal-Wallis para amostras independentes na analise do
grau de lesdo tecidual nas 3 localizagdes avaliadas. As
diferencas foram localizadas pelo teste de comparacdes
mdaltiplas de Dunn. Adotou-se o nivel de significancia de
0,05 (a =5%) e niveis descritivos (p) inferiores a esse valor
foram considerados significantes e representados por *.

Resultados

Dosagem de malondialdeido tecidual (Tabela 1)

Foi encontrada diferenca estatisticamente significante
entre os grupos de estudo quanto a média de nmol de MDA/

mg de proteina nos animais (p = 0,002) e as comparag6es
entre os pares de grupos mostraram que:

FIGURA 1 - Fotomicrografia de corte histolégico de intestino
* 0 grupo G2 mostrou média significantemente maior do animal do Grupo Controle mostrando
do que ado grupo G1 (p =0,015). mucosa sem alteragdes (grau 0).
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FIGURA 2 - Fotomicrografia de corte histoldgico de intestino
do animal do Grupo Controle mostrando
mucosa com vilosidades bem constituidas, sem

lise CEIUI? r ou processo infamatorio, porem, €M £ GURA4- Fotomicrografia de corte histologico de intestino
formacdo do espaco subepitelial de

Grunhagen- seta preta (grau 1) do animal do Grupo H-R mostranQo mucosa

' com destruicdo da porgdo livre das vilosidades,
presenca de capilares dilatados e de células
inflamatdrias (grau 3).

FIGURA 3 - Fotomicrografia de corte histologico de intestino ~ FIGURA5 - Fotomicrografia de corte histoldgico de intestino

do animal do Grupo H-R mostrando mucosa com do animal do Grupo H-R mostrando mucosa com
presenca de lises celulares, formacéo do espaco destruicdo estrutural das vilosidades, ha\{endo
subepitelial de Grunhagen e espacamento apenas esboco de algumas, formadas por células
aumentado entre as vilosidades (grau 2). inflamatorias e material necrético, com hemorragia

e ulceracéo glandular basal (grau 4).
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FIGURA 6 - Fotomicrografia de corte histolégico de intestino
do animal do Grupo H-R mostrando mucosa
com destruicdo de toda tlinica mucosa, nao
sendo mais observado qualquer estrutura
glandular, mas apenas material amorfo
depositado sobre a tela submucosa (grau 5).

Grau de lesdo tecidual no intestino delgado (Tabela 2)

Foi encontrada diferenca estatisticamente significante entre os
grupos de estudo quanto a distribuicdo do grau de leséo tecidual no
intestino delgado dos animais (p < 0,001), onde o grupo G1 apresentou
graus significantemente menores do que os dos grupos G2.

TABELA 2 - Analise histolégica no intestino delgado

Controle H/O
Grau (n=12) (n=16)
N Escore N Escore

0 10 83,3 1 6,3

1 1 83 1 6,3

2 0 0,0 3 18,8

3 1 83 7 438

4 0 0,0 3 18,8

5 0 0,0 1 6,3

Grau de lesao tecidual no colon (Tabela 3)

Foi encontrada diferenga estatisticamente significante entre os
grupos de estudo quanto a distribuicéo do grau de leséo tecidual no
c6lon dos animais (p = 0,003), onde o grupo G1 apresentou graus
significantemente menores do que os dos grupos G2.

TABELA 3 - Analise histologica no célon

Controle H/O
Grau (n=12) (n=16)
N Escore N Escore

0 10 83,3 2 125

1 0 0,0 2 125

2 1 83 8 50,0

3 1 83 0 0,0

4 0 0,0 2 125

5 0 0,0 2 125

Discussao

Véarios modelos animais foram propostos para
demonstrar a importancia da hipdxia no desenvolvimento
das leses na ECN*12, Barlow e Santulli**provocaram lesao
intestinal em ratos recém-nascidos alimentados com leite
artificial, colocando os animais em saco plastico durante 3 a
5 minutos por dia. Harrison e col.*demonstraram alteragdes
precoces na mucosa intestinal e nas células capilares
endoteliais pela microscopia eletronica em cées recém-
nascidos submetidos a hipéxia com 7% de O, por duas
horas. Hansbrough e col.®, utilizando caes recém-nascidos,
provocaram necrose isquémica intestinal ao produzir hipéxia
com O,.a 10% por 2 horas. Cohen e col.” submeteram porcos
recém-nascidos a uma pressdo parcial de O, de 50%,
conseguindo obter evidéncias microscépicas e
macroscopicas de ECN. Caplan e col.® descreveram um
modelo de ECN alimentando os animais com férmula artificial
e submetendo-os a 60 segundos de asfixia com 100% de
nitrogénio duas vezes ao dia seguido por exposi¢éo ao frio.

Okur e col.® demonstraram lesdo de mucosa em ratos
recém-nascidos submetidos a 5 minutos de hipoxia (100%
de didxido de carbono) e 5 minutos de reoxigenagao (100%
de oxigénio). Outros pesquisadores conseguiram também
demonstrar a lesdo isquémica da mucosa intestinal neste
modelo igual ao utilizado neste trabalho°*2,

Uma das razBes aceita para explicar a lesdo provocada
pela hipoxia, seria que a asfixia neonatal levaria a uma
redistribuicdo do fluxo sanguineo ao provocar uma
vasoconstri¢cdo esplancnica, desviando o fluxo para 6rgdos
vitais como coracdo e cérebro e provocando uma isquemia
intestinal®> Varios mecanismos estéo envolvidos no inicio e
progresséo desta lesdo por isquemia, como: 0 aumento da
producéo de peroxidos hiper reagentes, aumento da sintese
de moléculas de adesdo com infiltracdo de neutréfilos,
aumento da peroxidacao lipidica e a producdo aumentada
de mediadores inflamatérios como as citocinas®.

A peroxidacéo lipidica é um processo complexo que
pode ocorrer em membranas bioldgicas constituidas de
acidos graxos poliinsaturados reagentes ao oxigénio
molecular, levando a producéo de hidroperoxidos lipidicos
e seus metabolitos. A maioria dos casos envolvendo
peroxidacéo lipidica inicia-se através de uma reacdo em
cadeia que se propaga, mediada pela presenca de radicais
livres. Os hidroperédxidos lipidicos acumulam-se na
membrana, inativando seus receptores e enzimas,
prejudicando suas funges, levando a sua desestabiliza¢éo
e tornando-a permeavel a ions. Um método simples e de alta
sensibilidade muito utilizado como um marcador de
peroxidacéo lipidica é a reagdo de substancias reativas ao
acido tiobarbitlrico, dentre elas os derivados dos
hidroperodxidos lipidicos, como o malondialdeido, MDA. O
MDA ¢é o melhor indicador de peroxidacao lipidica
provocada por radicais livres?®. No modelo estudado os
ratos submetidos a hipoxia-reoxigenagdo tiveram valores
de MDA significativamente maiores que o grupo controle
demonstrando a maior liberag8o de radicais livres intestinal
nos ratos submetidos a hipdxia.

O modelo utilizado no experimento mostrou-se Util e
de facil reproducdo. Uma de suas vantagens é ndo necessitar
da administracdo de férmulas enterais para obtengdo de
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lesdo intestinal. Uma importante limitagdo, que ja havia
sido demonstrada anteriormente??, no entanto, foi a discreta
alteracdo histoldgica que se obteve nos diferentes grupos.
Ozkan e col.?® propuseram, ao utilizar o mesmo modelo,
submeter os animais a repetidos periodos de hipdxia-
reoxigenacao, capazes de causar lesdes intestinais mais
pronunciadas.

Outra limitac&o para este modelo é o pequeno tamanho
dos animais. Os ratos no primeiro dia de vida pesam entre 4
e 6 gramas o que dificulta o estudo de drogas administradas
por via oral e impede o estudo de drogas utilizadas por via
endovenosa. Também, nos animais deste tamanho, ndo é
possivel o estudo de métodos de tratamento.

Conclus0es

« O modelo mostrou que a hipéxia neonatal em ratos
provoca lesbes na parede intestinal.

« Apesar das lesdes histolégicas discretas € um bom
procedimento para avaliacdo da liberacdo de radicais livres
teciduais.
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