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RESUMO - Objetivo: Estudar a ultra-estrutura das vilosidades intestinais de ratos apds diferentes tempos de
clampeamento total do pediculo hepatico. Métodos: Foram utilizados 40 ratos, machos, divididos em quatro grupos
de 10 animais cada um. O grupo Sham néo foi submetido a isquemia. Os grupos E , E, e E, sofreram isquemia de 10,
20 e 30 minutos, respectivamente. Ao final do experimento, fragmentos do intestino delgado (ileo) foram retirados e
processados para microscopia eletronica de transmissdo. Resultados: Nos grupos E e E, observou-se infiltragdo de
leucécitos, dilatagdo vascular e dreas eletrolucidas na lamina propria das vilosidades. Jd no grupo E, observou-se
desprendimento do revestimento epitelial, desintegracdo das microvilosidades e niicleos em apoptose. Na lamina
propria notamos dreas hemorragicas, vasos sangiiineos e linfaticos dilatados e inimeros leucdécitos. Conclusées: o
clampeamento do pediculo hepético hepatico provoca congestio esplancnica, tempo dependente, sendo que aos 30
minutos se nota desprendimento das células epiteliais, apoptose e hemorragia.

DESCRITORES - Isquemia. Intestinos. Ratos. Ultra-estrutura.

Introducio

Com a evolugdo dos estudos na area
dos transplantes hepaticos, modelos
experimentais de isquemia hepdtica tém
sido muito difundidos. Além dos
transplantes hepdticos, esses modelos
podem ser utilizados em intimeras outras
situagdes, como em ressecc¢des hepdticas,
trauma com lesdo hepatica e choque
hemodinamico.

Os pesquisadores dividem-se em
duas grandes linhas: os que trabalham com
modelos experimentais de isquemia hepati-
ca parcial®->%456 ¢ os que trabalham com
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modelos de isquemia hepatica total acres-
cida de derivagdo vascular”® * 1% Esses
modelos sdo utilizados, exatamente, para
se evitar a congestdo esplancnica, a is-
quemia intestinal e conseqiiente endoto-
xemia.

Com relacdo aos estudos experimen-
tais de isquemia hepdtica total e suas
repercussoes no intestino, poucos siao os
trabalhos encontrados. Sébe'' observou
que, no modelo de isquemia hepatica total
sem derivacgdo vascular, o clampeamento
total do hilo hepdtico com pinga vascular
(manobra de PRINGLE) por mais de vinte
minutos leva a lesdes nas organelas dos
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hepatdcitos e congestdo nos 6rgaos que
sdo drenados pela veia porta, tais como o
baco e intestino delgado.

Sébe e col. (2000)'?, estudando o
intestino de ratos apds o clampeamento
total do hilo hepético, relatam que quanto
maior o tempo de clampeamento maior a
congestao esplancnica e, aos 30 minutos,
ocorre o desprendimento do revestimento
das vilosidades intestinais e hemorragia.

No presente trabalho procurou-se
utilizar modelo de isquemia hepética total,
sem derivagdo vascular, para poder-se
estudar os eventos que ocorrem no intesti-

Trabalho realizado no Laboratério de Técnica Operatéria e Cirurgia Experimental da Universidade de Cuiaba — UNIC e Departamento de

Professor do Departamento de Clinica da Faculdade de Medicina Veterindria da Universidade de Cuiabd — UNIC.

Professor Adjunto do Departamento de Morfologia e Fisiologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco — UFRPE.

Professor do Departamento de Cirurgia da Faculdade de Medicina Veterindria da Universidade de Cuiaba — UNIC.

Professor Livre Docente do Departamento de Morfologia da Universidade Federal de Sdo Paulo — UNIFESP/EPM e da Universidade de Cuiabd —

Professor Adjunto do Departamento de Cirurgia da Universidade Federal de Sdo Paulo — UNIFESP/EPM.
Professor Adjunto da Faculdade de Medicina da Universidade de Cuiabd — UNIC.

509



Camargo L M e col.

no e o tempo para instalar-se as alteracdes
histolégicas.

Métodos

Foram utilizados 40 ratos Wistar,
machos, com trés meses de idade, peso
variando entre 200 e 300g, fornecidos pelo
Centro de Desenvolvimento de Modelos
de Animais de Experimentacdo (CEDEME)
da Universidade Federal de Sao Paulo.
Esses animais foram transportados por via
aérea para a Universidade de Cuiabd
(UNIC), onde ficaram confinados em gaio-
las, em biotério com temperatura e luz con-
troladas e d4gua e alimentacao ad libitum.
As intervengdes cirtirgicas foram realiza-
das segundo as normas técnicas e direitos
internacionais de pesquisa em animais e
ap6s aprovacio pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Sao
Paulo (UNIFESP/EPM).

Inicialmente todos os animais foram
anestesiados com quetamina (50 mg/Kg)
e xilazina (25 mg/kg), via intramuscular.
Apds anestesia, foi realizada incisdo xifo-
pubica. Ap6s abertura da cavidade abdo-
minal, foi identificado o pediculo da artéria
hepatica comum, veia porta e ducto biliar.
A seguir, foram distribuidos, ao acaso
(sorteio), em quatro grupos iguais. No
grupo S (Sham) apenas se abriu a cavidade
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FIGURA 1 - Eletromicrografia mostra por¢ao
apical de enterdcitos do intestino delgado de rato
pertencente ao grupo Sham. Notar interdigitagdes
da membrana celular (asterisco) e intimeras micro-
vilosidades no pélo apical (seta). Aumento: 8.000X.
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abdominal; os outros trés grupos, depen-
dendo do tempo de duracdo da isquemia,
foram classificados em: E1 - 10 minutos; E2 -
20 minutos e E3 - 30 minutos de clampeamen-
to. Para a realizacdo da isquemia, foi colo-
cada uma pinga de clampeamento vascular
envolvendo todo o pediculo hepatico, mano-
bra de PRINGLEP. Realizado ou nio o
clampeamento, todos os animais perma-
neceram durante 30 minutos no experimento,
sob as mesmas condi¢des ambientais. Apds
esse periodo, foram dissecados segmentos
da porgdo inicial do ileo e, posteriormente,
retirados. Em seguida os animais foram
submetidos a eutandsia por aprofunda-
mento do plano anestésico.

Os segmentos intestinais obtidos
foram mergulhados em solucdo de glutaral-
deido a 2%, em tampao fosfato (0,1 M), pH
7,2 a4 °C, durante duas horas e, a seguir,
processados para observagdo em micros-
copio eletrdonico de transmissao Carl Zeiss,
modelo EM 900, sob tensdo de 80 kV.

Resultados

A andlise ultra-estrutural mostrou
que as vilosidades intestinais dos animais
do grupo Sham apresentavam-se revesti-
das por enterdcitos integros com intimeras
interdigitacdes da membrana celular com
as células vizinhas e nicleo eliptico, rico
em eucromatina, localizado na porgao
média da célula. No citoplasma da por¢ao
apical dos enterdcitos, identificamos mito-
condrias integras, vesiculas eletrolicidas
e ribossomas. Nessa regido identificamos
também iniimeras projecdes da membrana
plasmatica formando as microvilosidades
(Figura 1). Na regido basal encontramos
mitocondrias e polissomas. Na lamina
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prépria identificamos vasos sangiiineos
e varios tipos de células do tecido conjun-
tivo (Figura 2).

Nos grupos E, e E, observou-se
basicamente a mesma morfologia do
epitélio de revestimento superficial das
vilosidades intestinais do grupo Sham, ou
seja, os enterdcitos possuem indmeras
microvilosidades na por¢ao apical, interdi-
gitagdes e, no citoplasma, intimeras mito-
condrias, ribossomas, reticulo endoplas-
madtico granular e complexo de Golgi. Na
regido basal identificamos mitocondrias e
polissomas. No entanto, na ldmina prépria
das vilosidades, identificamos vasos san-
guineos e linfaticos dilatados, dreas eletro-
ldcidas e maior concentracdo de células
do tecido conjuntivo, em especial mastdci-
tos, linfdcitos e plasmdcitos, principalmen-
te no grupo E, (Figura 3).

No grupo E, notamos que as c€lulas
epiteliais que revestem as vilosidades
intestinais estdo em processo de despre-
endimento, ou seja, estdo se separando
umas das outras e perdendo suas micro-
vilosidades (Figura4). As células epiteliais
que se desprenderam e se encontram na
luz do tubo digestivo mostram ntcleos
com cromatina condensada, localizada
abaixo do folheto nuclear interno, forman-
do uma espécie de anel caracteristico da
apoptose. Nota-se ainda condensacdo
dos nucléolos (Figura 5). No citoplasma
encontramos grande concentragio de
vesiculas rodeadas por membranas. Na
lamina prépria das vilosidades identifica-
mos vasos sangiiineos e linfaticos muito
dilatados, hemadcias fora dos capilares
(hemorragia) e grande concentragdo de
plasmécitos (Figura 6).

FIGURA 2 -
Eletromicrografia
mostra porcdo da
lamina proépria (LP)
de vilosidade intes-
tinal de rato perten-
cente ao grupo
Sham. Notar a
presenca de mas-
técito  contendo
granulos eletroden-
sos (M) e porcao
basal das células
epiteliais (Ep).
Aumento: 8.000X.
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FIGURA 3 - Eletromicrografia mostra parte da lamina propria de vilosidade
intestinal de rato pertencente ao grupo E,. Notar estroma eletrotranslucente
(*) e grande concentrac@o de células do tecido conjuntivo, entre elas mastdcitos
contendo granulos eletrodensos (M), plasmdcitos (P) e linfécitos (L). Aumento:
8.000X.
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FIGURA 5 - Eletromicrografia mostra enterécitos, que ja se desprenderam
das vilosidades e estdo na luz intestinal de rato pertencente ao grupo E..
Observar nicleos contendo cromatina condensada ao redor do folheto nuclear
interno (seta) e nucléolo condensado (*). No citoplasma notar grande
concentragdo de vesiculas. Aumento: 8.000X.
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FIGURA 6 — Eletromicrografia mostra lamina prépria da vilosidade intestinal
de rato pertencente ao grupo E,. Notar vasos sanguineos contendo eritrécitos
no seu interior (1), em processo de diapedese (seta) e no estroma (2), estas
dltimas indicando processo hemorrdgico. Observar ainda plasmdcitos.
Aumento: 8.000X.

FIGURA 4 - Ele-
tromicrografia mos-
tra parte de enterd-
citos, que estdo se
desprendendo, das
vilosidades intesti-
nais de rato perten-
cente ao grupo E..
Notar perda das mi-
crovilosidades (se-
tas), na porcao
apical dos enter6-
citos e separacdo
~ entre as células (*).
Aumento: 9.000X.

Discussao

A isquemia hepdtica parcial ou total em diferentes
tempos promove congestao esplancnica em diferentes graus,
levando a congestao intestinal. Na pratica de utilizagdo das
manobras de clampeamento do pediculo hepdtico a congestio
intestinal ocorre e tem que ser conhecida, pois pode causar o
insucesso de procedimentos cirtirgicos, podendo levar até
ao dbito. Neste trabalho procuramos utilizar técnica que mais
se aproximasse do uso pratico didrio para determinar se a
ligadura do hilo hepdtico poderia alterar a morfologia do
intestino delgado.

A maioria das isquemias hepaticas que foram descritas,
utilizando a manobra de Pringle, ndo utilizaram essa
manobra como preconizado no trabalho original. Na realidade
utilizaram seletivamente, clampeando ndo o hilo hepético
principal mas sim o tronco vascular e ducto de determinado
lobo hepético'. Alguns autores como Gongalves e col. (1979)
e Frederiks e col. (1982 e 1983)** clampearam a artéria hepética
esquerda, veia porta esquerda e ducto biliar esquerdo,
causando isquemia no lobo mediano e lobo lateral esquerdo
do figado de ratos. Desta maneira, os autores mantiveram
uma parte do figado funcionando e evitavam a congestdo
esplancnica.

Outros autores como Horiuchi e col. (1995)" e Hardy e
col. (1995)'® clampearam o lado direito, ou seja, isquemiaram
o lobo lateral direito e o lobo caudado do figado de ratos.

Devido a essas variagdes usadas nos diferentes
experimentos, os tempos de isquemia descritos como tempos
de les@o hepatica foram muito varidveis, indo desde 30
minutos® até 100 minutos®. Possivelmente, esses tempos
dilatados podem ser decorrentes da feitura da isquemia
hepatica parcial ou total com derivacdes vascular. No nosso
experimento, os tempos de isquemia hepdtica foram menores
justamente por se fazer isquemia total sem derivacao vascular,
para podermos avaliar as possiveis modifica¢des ultra-estru-
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turais que ocorrem nas vilosidades
intestinais.

Com relacdo a microscopia eletronica
percebemos que os grupos Sham e E, sdo
muito parecidos no que diz respeito a sua
morfologia. No grupo E, as células
epiteliais ndo mostraram alteragdes dignas
de nota. No entanto, na lamina prépria das
vilosidades, observamos aumento das
areas eletrolucidas, o que indica a insta-
lagdo de um processo edematoso, além de
aumento em nimero das células do tecido
conjuntivo, em especial plasmdcitos,
linfécitos e mastdcitos.

Schanaider e col. (1991)" relatam que
aanéxia pode levar a aumento da permea-
bilidade capilar com conseqiiente instala-
¢do de edema na lamina prépria do intesti-
no delgado submetido a choque hipo-
volémico.

As maiores alteracdes por nds obser-
vadas ocorreram no grupo E,, onde a
microscopia eletrdnica de transmissao
mostrou que as células epiteliais perdem
as microvilosiades apicais, o contato com
as células laterais e descamam para a luz
intestinal. Na lamina prépria foi possivel
identificar sinais de edema, hemorragia e
acentuado aumento de plasmdcitos. Essas
alteragdes ultra-estruturais confirmam os
achados ao microscépio de luz de Sebe e
col. (2000)"2. Um achado de extrema impor-
tancia foi encontrarmos nesse grupo agru-
pamentos de células mostrando cromatina
e nucléolo condensados, sendo que a
cromatina esté localizada logo abaixo do
folheto nuclear interno, com se fosse um
anel. A disposicdo e forma da localizagao
dessa cromatina, indica que essas células
estdo em processo de apoptose.

Apoptose € a morte celular progra-
mada que ocorre por mecanismos bioqui-
micos intrinsecos ou extrinsecos da célula,
sendo responsavel pela remogao de célu-
las desnecessdrias ou com funcdo anor-
mal'®. E um processo fisiolégico que
ocorre em diversos tecidos e atua durante
toda a vida celular, tanto na proliferacdo
quanto na diferenciacdo. Entre os indu-
tores da apoptose, destacamos os ativa-
dores fisiolégicos: fator de necrose
tumoral (TNF), calmodulina, interleucinas,
além de hormonios, radicais livres,
glutamato, peréxido de hidrogénio, fatores
biolégicos como virus, células T
citotéxicas. Podemos ainda citar toxinas
(etanol, aflotoxina, acido retindico); e
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agentes terapéuticos como glicocortic6i-
des, quimioterapicos, radiacdo, digoxina,
RU 486 (misoprostol) e prostaglandinas®.

Acreditamos que as alteracdes mor-
foldgicas por nés obtidas, devido ao fato
da ligadura do pediculo hepdtico retardar
ou mesmo impedir a drenagem, ou mesmo
a diminuig¢do do fluxo sangiiineo, levaram
a uma menor oxigenacdo do tubo
intestinal, com escassez crescente de
oxigénio tissular. Este processo faz com
que, progressivamente, as células, princi-
palmente as de revestimento das vilosida-
des, substituam a respiragao aerdbica, pela
anaerdbica, que produz menor quantidade
de energia, com produgdo elevada de
catabolitos celulares e, dentre estes, os
radicais livres de oxigénio?. Esta
suposicdo estd baseada no trabalho de
Guimaries e col. (2002)*' que notaram que
a oxigenacao hiperbdrica diminui a lesdo
das vilosidades intestinais em ratos com
isquemia local seguida de reperfusao.

z

Atualmente € considerada como
irreversivelmente lesada a célula que
apresenta alteracdes enzimadticas do meca-
nismo de transporte transmembrana, quer
a nivel celular ou de organelas; redugdo
da respiracdo mitocondrial e da produgdo
de energia, e a formacao de radicais livres
de oxigénio, principalmente no interior das
mitocOndrias®.

Os radicais livres de oxigénio (RLO)
sdo moléculas altamente reativas?, que
tém afinidade por membranas lipoprotéi-
cas®, com as quais reagem, ativando a
cicloxigenase e a lipoxigenase, intermedia-
das pela fosfolipase A, ativa, dando
origem as prostaglandinas, tromboxanas,
prostaciclinas, leucotrienos e outros RLO,
responsdveis pela mediacdo do processo
inflamatdrio.

Desta maneira, os RLO atuam na
regulacdo e modulacdo do processo
inflamatério, funcionando ainda como
mensageiros das agressdes teciduais,
sendo suas agdes perfeitamente controla-
veis, enquanto produzidos em niveis
fisiol6gicos?.

Em quadros de anéxia prolongada,
como o realizado nesta pesquisa, € licito
pensar que sempre havera algum grau de
lesdo tecidual, como foi notado nos resul-
tados do grupo Sham.

Atualmente, estao sendo estudadas
as vias sangiiinea e linfatica na tentativa
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de elucidar quais produtos produzidos
pelo intestino submetido a isquemia leva-
riam as lesdes sistémicas. A tendéncia é
imputar as duas tal responsabilidade,
embora a via linfatica possa colaborar com
parcela substancialmente importante de
participacdo®.

Nossos resultados mostraram tam-
bém a presencga de células inflamatérias
na lamina prépria das vilosidades a partir
dos 20 minutos de isquemia. Deste modo,
acreditamos que a ativac@o de produtos
téxicos e células inflamatdrias poderia
levar a presenca do fluxo plasmadtico
através do espaco intersticial e intracelular,
captado pelos vasos linfaticos, que podem
ser a principal rota de liberacdo para
6rgaos distantes de mediadores inflamat6-
rios como as citocinas, o fator de necrose
tumoral (TNF), interleucina 6 (IL-6),
eicosandides, fator de ativagdo plaqueta-
ria (PAF), produtos do complemento,
endotoxinas e RLO, produzidos no intes-
tino isquémico.

Espera-se que este trabalho possa
fornecer dados e substrato para a preven-
¢a0 da necrose intestinal durante longas
cirurgias hepdticas, como no caso de
transplantes. Acreditamos que muito ha
que se fazer nessa linha de pesquisa e que
novos estudos deverdo ser realizados,
talvez no sentido de se prevenir a forma-
¢do de radicais livres ou de se ter um
periodo operatério mais longo. Poderemos
ainda observar as ocorréncias em relagao
a reperfusdo, se hd ou ndo recuperagdao
das células epiteliais intestinais e as possi-
veis seqiielas ocasionadas pela liberagao
dos radicais livres durante o estado de
congestao.

Conclusao

O clampeamento do pediculo
hepatico provoca congestio esplancnica,
sendo tempo dependente, pois quanto
maior o tempo de clampeamento maior a
congestdo. Aos 30 minutos, observa-se
além da intensa congestao, desprendimen-
to das células epiteliais de revestimento
das vilosidades intestinais, apoptose e
hemorragia.
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ABSTRACT - Purpose: To study the ultrastructural of rat intestinal villi (ileum) after total hepatic pedicle clumping
for different period of time. Methods: Forty male rats were divided into four groups of ten animals each. The Sham
group was not being submitted to ischemia (control). E1, E2 and E3 group were submitted to 10, 20 and 30 minutes of
ischemia, respectively. At the end of the experiment fragments of the ileum were taken off and examined by
electromicroscope. Results: Leucocyte infiltration, vascular dilation and electrotransparent areas were observed in
intestinal villi of lamina propria of E1 and E2 groups. In reference to group E3 desquamation of epithelial layer,
desquamation of intestinal villi and signs of apoptosis were observed. Hemorrhagic areas, dilated lymphatics and
blood vessels and lots of leucocytes were observed in lamina propria. Conclusion: The clumping of hepatic pedicle
provokes esplacnic congestion, time dependent, and to the 30 minutes were epithelial cell desquamation, apoptosis

signs and hemorrhage.
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