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ARTIGO ORIGINAL

O impacto das solugoes hipertonica e salina

fisiolégica na reperfusao do trato gastrintestinal

poOs-isquemia em ratos

The impact of hypertonic and normal saline in gut reperfusion

after ischemia in rats

RESUMO

Objetivo: Investigar o papel de duas
diferentes solucoes salinas nos mecanis-
mos de lesao apds isquemia intestinal: es-
tresse oxidativo e respostas inflamatérias.

Métodos: Ratos Wistar foram
submetidos a oclusio transitéria da
artéria mesentérica superior e estu-
dados durante as 6 horas seguintes
A reperfusio. Apés randomizagio, os
animais foram divididos em quatro
grupos: Falso; Solugao Hipertdnica,
os quais receberam infusao de solugio
salina hipertonica a 7,5% (4mL/kg de
peso corpéreo); Solucio Fisioldgica,
os quais receberam infusio de solu-
¢ao salina a 0,9% (33mL/kg); e Sem
Tratamento. A infusio foi realizada
imediatamente antes da reperfusio.
Foram realizadas dosagens sequen-
ciais de interleucina 6 e interleucina
10 no plasma. Foram coletadas
amostras de tecidos (pulmao, figado e
intestino) para medir malondialdeido,
mieloperoxidase e interleucina.

Resultados: Em comparagio ao
Grupo Sem Tratamento, os animais
que receberam volume (Grupos Solu-
¢ao Hipertonica e Solugio Fisioldgica)
mostraram niveis tissulares mais baixos
de malondialdeido, mieloperoxidase,
interleucina 6 e interleucina 10. As con-
centracoes plasmdticas de interleucina 6
e interleucina 10 foram mais altas nos
animais tratados com solu¢io hiperto-
nica do que nos tratados com solugio
fisiolégica e nos sem tratamento.

Conclusao: Neste modelo de isque-
mia intestinal transitdria, a manutencao
adequada de volume intravascular dimi-
nuiu o estresse oxidativo e a sintese de
marcadores de inflamacio. Tanto a solu-
¢io hipertonica quanto a fisiolgica ate-
nuaram os efeitos deletérios observados
apds isquemia intestinal.

Descritores: Solugio salina hipertonica/
administragio & dosagem; Traumatismo por
reperfusio/quimioterapia; Artéria mesentérica
superior; Inflamacdo; Isquemia; Interleucinas;
Estresse oxidativo; Ratos Wistar

INTRODUCAO

A isquemia intestinal é responsdvel por eventos danosos locais e
sistémicos."? Oclusdo arterial, inflamacao, trauma e todos os tipos de
estado de choque tém sido associados com a isquemia intestinal.®) A
extensdo do sistema intestinal envolvido na lesao de isquemia/reperfusio
determina a gravidade da lesao de 6rgaos a distincia. A ruptura da barreira
hemato-intestinal ocorre precocemente apdsalesio deisquemia/reperfusao,
sendo necessdrio um tempo prolongado até que a mucosa intestinal seja
completamente reparada.” Durante esse tempo, endotoxinas e bactérias
intestinais conseguem alcangar a circulag¢do sistémica e incrementar a
resposta inflamatéria.®®
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A reperfusio intestinal leva a um amplo processo
de estresse oxidativo no tecido intestinal, previamente
isquémico.?” Sob essas condi¢des, sio numerosos os
efeitos deletérios das espécies reativas de oxigénio (ROS)
nas células. Os efeitos adversos das ROS incluem:
peroxidagao das membranas celulares (tanto da membrana
plasmdtica celular quanto das organelas intracelulares),
ruptura de DNA e morte celular.®

A reperfusio de um érgio previamente isquémico
ocorre em um cendrio intrincado, em que diferentes regi-
oes de restauracio completa do fluxo sanguineo coexistem
com outras, com perfusio sanguinea parcial ou ausente.”
Em situagdes de grave hipoperfusio, a produgio excessiva
de ROS pode ter um efeito cumulativo, comprometen-
do a perfusio do érgao em razao da formagao de rolhas
celulares (agregacio de eritrocitos e leucécitos) em nivel
microcirculatério."” A reperfusio intestinal provoca uma
redistribuicio do volume intravascular total, levando a um
periodo transitério de hipovolemia sistémica.®

O estudo pioneiro de Velasco et al. demonstrou que
pequenas quantidades de solugdo salina a 7,5% restau-
raram os parimetros vitais e diminuiram a mortalida-
de em caes submetidos a choque hemorrdgico grave."V
Desde entio, a solugio salina hipertonica a 7,5% tem sido
extensamente estudada, tanto em condigoes experimen-
tais quanto clinicas."*'9 Apés um choque hemorrdgico,
um pequeno volume de solugio salina hipertdnica a 7,5%
melhora a fracio de ejegao cardiaca e a pressao de perfusio,
também com melhora do indice cardiaco."” Além de suas
propriedades nos parimetros hemodindmicos, a solugao
salina hipertdnica a 7,5% parece ter uma agao significativa
como um fdrmaco anti-inflamatério."®!?

Em comparagio ao tratamento convencional do
choque hemorrdgico com alto volume de solugio salina
fisiolégica, o uso de um volume pequeno de solu-
¢ao salina hiperténica a 7,5% minimiza a formacio de
edema tissular.?® A concentragio de cloreto de sédio
(NaCl) a 7,5% em solugoes coloides (dextran 70 ou amido
hidroxietilico) aumenta as propriedades farmacolégicas
dessas solugdes hipertdnicas em comparagio ao uso da
prépria solugao salina hipertonica a 7,5%.%"

Comparamos os efeitos de um pequeno volume de so-
lugdo salina hipertonica de NaCl a 7,5% aos da solugao de
NaCl isot6nica a 0,9% no tratamento de isquemia intesti-
nal e reperfusio. Analisamos o estresse oxidativo e sua corre-
lagdo com a resposta inflamatéria sistémica em um modelo
experimental de isquemia intestinal transitéria em ratos. A
hipétese foi de que a solugao hipertonica tem mais benefi-
cios potenciais no tratamento da isquemia intestinal.

METODOS

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculda-
de de Medicina da Universidade de Sao Paulo e seguiu as
diretrizes do Guia para Cuidados e Uso de Animais de La-
boratério (USA National Academy of Science). Este estudo
cumpriu as normas do National Institute of Health (NIH)
sobre cuidados com animais. Animais com md recuperagio
clinica ou com sinais de sofrimento grave apds a cirurgia
sofreram eutandsia e foram contados como 6bito em seus
grupos de experimentagio.

Procedimentos com os animais

Ratos machos Wistar com peso corpéreo de 250 a
300g (n=101) foram mantidos em jejum de alimentos
durante uma noite, mas com acesso livre a dgua antes da
experimentagio. Sob anestesia geral (cloridrato de xilazina
2% por via intraperitoneal - ip - na dose de 5mg/kg de
peso corpéreo antes de fenobarbital ip na dose de 50mg/
kg de peso corpéreo), os ratos foram submetidos a intu-
bagao traqueal (cAnula de polietileno, didmetro interno
de 1,7mm) e mantidos sob ventilagio espontanea. Foram
inseridos cateteres de polietileno (P10) na artéria carétida
comum direita e na veia jugular externa direita. Os catete-
res foram exteriorizados pela regido dorsal.

Foi realizada uma incisao na linha média da parede do
abdome. As visceras abdominais foram manuseadas delica-
damente para identificacio da aorta abdominal e foi iden-
tificada a origem da artéria mesentérica superior (AMS).
Nos grupos com isquemia, a AMS foi ocluida com uso de
uma pinga microvascular junto a aorta abdominal. Os ani-
mais foram mantidos sob anestesia geral durante a oclusao
da AMS. Animais com m4 recuperagio clinica ou sinais
de sofrimento foram sacrificados por meios humanos de
eutandsia.

Delineamento do experimento

Os animais foram randomizados em quatro grupos:
Grupo Falso, com animais sem oclusao da AMS e sem trata-
mento (n=20); Grupo SH 7,5%, com aqueles submetidos a
oclusdo da AMS e tratados com solugio salina hipertonica a
7,5% (n=30); Grupo SE, com animais submetidos a oclusio
da AMS e tratados com solugio fisioldgica 0,9% (n=30);
e Grupo ST, com animais submetidos a oclusao da AMS
mas nao tratados com quaisquer das solu¢des (n=21). Os
animais receberam as solucoes por infusio pela veia jugular
externa imediatamente apds a liberagao da pinca da AMS. A
duragio da oclusio da AMS foi de 45 minutos.
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A dose de solucio hipertonica foi de 4mL/kg, que ¢é
um nivel j& demonstrado eficaz na literatura. A dose de
solucio salina fisiolégica foi de 32mL/kg. Esse volume
de solucio fisioldgica teve a mesma quantidade de sédio,
elemento que determina a expansio extracelular.

Foram coletadas amostras sequenciais de sangue
imediatamente apds a reperfusao da AMS, 2 e 4 horas apds
a reperfusio da AMS. Foi coletada uma amostra de sangue
(0,5mL) dosanimais de todos os grupos. Asamostras de san-
gue foram centrifugadas (Centrifuge 5804 R*, Eppendorf,
Hamburgo, Alemanha), e o plasma foi imediatamente
congelado e armazenado em um congelador (-80°C), para
posterior andlise de citocinas.

Foram coletadas amostras dos pulmées (por¢des me-
dianas), figado (lobo direito) e intestino delgado (10cm
proximal a vélvula ileocecal) com congelamento répido
a -80°C em nitrogénio liquido, que foram armazenadas
para anilise posterior. Os animais foram submetidos 2 eu-
tandsia apds 2, 4 ou 6 horas apés a reperfusao intestinal.

Ensaio de mieloperoxidase

Procedemos, entdo, ao ensaio de mieloperoxidase
(MPO) como previamente descrito.?** Os tecidos foram
homogeneizados (50mg/mL) em brometo de hexadecil-
trimetilamo6nio em 10mM de dcido 3-N-morfolinopro-
panosulfénico (MOPS) e centrifugados a 15.000g por
40 minutos. A suspensido foi sonicada trés vezes por 30
segundos. Uma aliquota do sobrenadante foi misturada
com uma solugio de tetrametilbenzidina 1,6mM e com
peréxido de hidrogénio ImM. A atividade foi medida
por espectrofotometria como a modificagio na absorban-
cia a 650nm a 37°C, utilizando um leitor de microplaca
SpectraMax® (Molecular Devices, LLC, Sunnyvale, Ca-
liférnia, Estados Unidos). Os resultados foram expressos
como miliunidades de atividade de MPO por miligrama
de proteina, determinadas pelo ensaio de Bradford.

Ensaio de malondialdeido

A formacio de substincias reativas ao dcido tiobarbi-
turico foi utilizada para quantificar a peroxidagao lipidi-
ca nos tecidos e medida como previamente descrito para
substancias reativas ao dcido tiobarbitdrico.?? Os tecidos
foram homogeneizados (100mg/mL) em tampao de clo-
reto de potdssio (KCI) 1,15%. Foi, entdo, adicionado um
total de 100pL dos homogenados a uma mistura de reagao
consistente de 750pL de dcido tiobarbitdrico, 100pL de
sulfato dodecil sédico (SDS), 8,1%, 750pL de dcido acé-
tico 2a20% (pH 3,5) e 300pL de dgua destilada. A mistura
foi aquecida a 90°C por 60 minutos. Apds resfriamento
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a 4°C, as amostras foram clareadas por centrifugacio
(10.000g, por 10 minutos) e sua absorbancia foi medida a
532nm, utilizando 1,1,3,3-tetrametoxipropano como pa-
drio externo. O nivel de perdxidos lipidicos foi expresso
como pmol de malondialdeido/mg de proteina.*?

Interleucina 6 e interleucina 10

As concentracoes de interleucina (IL) 10 e de IL-6 fo-
ram medidas em tecido pulmonar por ensaio de imuno-
absorcio ligado a enzima (ELISA) utilizando ki DuoSet®
(R&D Systems®, Minneapolis, MN, Estados Unidos). Em
resumo, amostras contendo 100mg de tecido (pulmoes, fi-
gado ou intestino delgado) foram homogenizadas com uma
solucio de 100pL de KCl 1,15%. Foram utilizadas amos-
tras do sobrenadante para a mensuragio de IL-6 e IL-10,
usando o método ELISA. As amostras foram lidas por es-
pectrofotometria a 450nm usando um leitor de microplaca
GENios Plus® (Tecan Group Ltd., Mannedorf, Suica). Os
dados sobre as amostras de tecido so apresentados como
pg/mg de proteina (ensaio de Bradford) e os dados plasmd-

ticos apresentados como pg/mL.%?
Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o
programa SigmaStat® 3.1 (Systat Software Inc, San
Jose, Califérnia, Estados Unidos). Todos os dados fo-
ram apresentados como médiastdesvio padrao (DP). As
diferencas entre os grupos foram avaliadas por uma anilise
bicaudal da varidncia (ANOVA bicaudal) com o método
de Holm-Siddk como teste post-hoc. A correlagio entre
IL-6 e IL-10 foi testada utilizando o método de Spearman.
Valor de p<0,05 foi considerado significante.

RESULTADOS

Taxa de sobrevivéncia

Vinte animais foram submetidos 4 eutandsia. A taxa to-
tal de mortalidade para os grupos individuais foi: 12,12%
para o Grupo Falso, 20% para o Grupo SH 7,5%, 12%
para o Grupo SF e 27% para o Grupo ST. A mortalidade
ocorreu dentro das 4 horas iniciais apds a reperfusio e, em
sua maioria, os casos ocorreram entre 2 ¢ 4 horas apds a
reperfusao.

Peroxidacao lipidica

Ocorreram valores significantemente mais baixos
de malondialdeido (MDA) (Figura 1) nos grupos trata-
dos (SF ou SH 7,5%) em comparac¢io aos animais nio
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tratados em cada avaliacdo do estudo (2 horas, 4 horas ou
6 horas ap6s a reperfusio). Além do mais, foi notdvel que
os animais isquémicos tratados tiveram niveis de MDA
semelhantes aos encontrados nos animais do Grupo Falso.

Infiltracao neutrofilica

Semelhantemente ao encontrado com relagao a peroxi-
dagao lipidica, os grupos reperfundidos demonstraram va-
lores basais de MPO (Figura 2), apesar do aumento apre-
sentado pelos animais ndo tratados. A atividade de MPO
foi utilizada como indice da infiltragio neutrofilica.

Citocinas

Em todos os tecidos, as concentragées de 1L-6 nao di-
feriram entre os grupos 2 horas apéds a reperfusio. Apés 4
horas, as concentragdes de IL-6 foram significantemente
mais elevadas no figado e intestino dos Grupos ST e SE
em comparagio com os Grupos Falso e SH 7,5%. Apés 6
horas, ndo houve diferenca entre os grupos, exceto com re-
lagdo ao intestino, no qual as concentragdes de IL-6 foram
mais altas no Grupo ST (Figura 3).

Duas horas apés a reperfusio, as concentracoes tissula-
res de IL-10 néo diferiram entre os grupos. Quatro horas
ap6s a reperfusio, as concentracoes de IL-10 foram signi-
ficantemente mais elevadas no figado e intestino dos ani-
mais ndo tratados e daqueles tratados com solugio salina
fisiolégica, em comparagio aos animais sem tratamento
e aqueles tratados com solucao salina hipertonica a 7,5%
(semelhante aos dados referentes a IL-6). Seis horas apés a
reperfusdo, os niveis de IL-10 no figado foram significan-
temente mais altos no grupo tratado com solugio salina e
nos animais nio tratados, em comparagio aos animais dos
Grupos Falso e com SH 7,5%. Seis horas apés a reper-
fusao, as concentragoes de IL-10 encontradas no intesti-
no de animais nio tratados foram significantemente mais
altas do que no de animais do Grupo Falso e do Grupo
SH 7,5%. Seis horas apés a reperfusio, os niveis de IL-10
encontrados nos pulmées foram significantemente mais
altos nos animais tratados com solugio salina hipertonica
a7,5% em comparagdo aos animais tratados com solu¢io
fisiolégica (Figura 4).

As concentragoes plasmdticas de IL-6 e IL-10 foram
avaliadas em trés momentos intermedidrios (imedia-
tamente apds a reperfusdo, 2 horas, ¢ 4 horas apds a
reperfusdo) e comparadas entre os grupos (Figura 5).
Apés o periodo inicial de 2 horas, a IL-6 teve con-
centragdes plasmdticas significantemente mais altas
em animais tratados com soluc¢do salina hipertonica a
7,5%. Além disso, nos animais tratados com solucio

salina hipertonica a 7,5%, houve maior tendéncia a
niveis mais baixos de IL-6 nos tecidos 4 horas apés a
reperfusio do que nos demais grupos.

Apés 2 e 4 horas da reperfusio, as concentragoes
plasmdticas de IL-10 tiveram tendéncia a valores mais
altos nos animais tratados com solugio hipertonica
do que nos demais grupos. Essas diferencas foram
estatisticamente significantes na comparagio aos animais
do Grupo Falso em cada momento de avaliagao. Houve
uma forte correlagio entre IL-6 e IL-10 nos tecidos (valor
R nos pulmoes=0,858; valor R no figado=0,732; valor
R no intestino=0,813) e uma moderada correlacio nos
niveis de citocinas plasmdticas (valor R=0,432) utilizando
o método de Spearman (Figura 6).

DISCUSSAO

\

Animais submetidos a oclusio da AMS receberam
reposi¢do intravascular de liquidos com solugées fisio-
légica ou hipertdnica, imediatamente antes da reper-
fusio intestinal. Os efeitos de ambas as solucoes foram
comparados com dados de animais com tratamento
falso e ndo tratados. Nossos resultados mostraram que
o tratamento com fluidos cristaloides de animais isqué-
micos causou uma diminuigdo significante nos marca-
dores de estresse oxidativo e resposta inflamatéria. A
solu¢do hipertonica promoveu um aumento retardado
das citocinas no trato intestinal e no figado. Houve um
aumento importante da IL-10 no pulmio e no plasma,
assim como de IL-6 no plasma.

A oclusio arterial de grandes territérios vasculares
desencadeia mecanismos sistémicos que reorganizam as
condicoes fisioldgicas.?¥ Formulou-se a hipdtese de que
a infusdo de solugdes cristaloides imediatamente antes da
reperfusio da AMS poderia proteger de alteragdes hemo-
dinimicas ap6s restabelecimento do fluxo sanguineo in-
testinal.“*? O tratamento prévio com solugées cristaloides
produz uma rdpida e eficiente reperfusio intestinal.*>*%

O estresse oxidativo, a inﬂamagﬁo e 0s eventos
anti-inflamatérios, que ocorrem imediatamente apds a
reperfusdo, contribuem para o desfecho apds isquemia
da AMS.® Assim, escolhemos o periodo de 6 horas para
avaliar o estresse oxidativo e a inflamagio apds isquemia
intestinal transitéria. Ambas as solucdes cristaloides
diminuiram o estresse e a resposta inflamatdria estudados
no territério esplancnico (intestino e figado) e pulmaées.

Nesse modelo, ocorre uma grave hipoperfusio no
territério esplancnico, levando 2 isquemia intestinal."?
O tratamento com solu¢do salina hipertonica a 7,5%
proporciona resultados hemodinimicos, compardveis
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Figura 1 - Concentracao tissular de malondialdeido (.zmol/mg) em pulmées (A), figado (B) e intestino (C) nos grupos com tratamento falso, tratado com solugao hipertonica
7,5%, tratado com solugéo fisioldgica e sem tratamento. Os gréficos demonstram a atividade de malondialdeido 2 horas (barra negra), 4 horas (barra cinza claro) e 6 horas
(barra cinza escuro) apés a reperfuséo. Isquemia e reperfuséo intestinal apresentou um aumento de malondialdeido no pulméo, figado e intestino; a infusao de volume (solucao fisioldgica e solucao hipertonica)

protegeu os tecidos contra estresse oxidativo. MDA - malondialdeido; SH - solugéo hipertdnica; SF - solugéo fisioldgica; ST - sem tratamento. *p<0,05; resultados expressos por média==desvio padrao.
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Figura 2 - Atividade de mieloperoxidase (U/mg) nos pulmdes (A), figado (B) e intestino (C) nos grupos com tratamento falso, tratado com solugao hipertdnica 7,5%, tratado
com solucao fisiolégica e sem tratamento. Os gréficos demonstram a atividade de mieloperoxidase 2 horas (barra negra), 4 horas (barra cinza claro) e 6 horas (barra cinza
escuro) apc’)s a reperfuséo. Isquemia e reperfusao intestinal apresentaram um aumento da infiltragao neutrofilica no pulmao, figado e intestino; a infusao de volume (solucéo fisiolégica e solugéo hipertonica) protegeu os

tecidos, reduzindo a migracao de células inflamatorias. MPO - mieloperoxidase; SH - solugéo hipertonica; SF - solucéo fisioldgica; ST - sem tratamento. *p<0,05; resultados expressos por média=+desvio padrao.
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Figura 3 - Concentragdes tissulares de interleucina 6 (pg/mg) nos pulmdes (A), figado (B) e intestino (C) nos grupos com tratamento falso, tratado com solugao hipertonica
7,5%, tratado com solucao fisiolégica e sem tratamento. Os graficos demonstram a concentragao de interleucina 6 2 horas (barra negra), 4 horas (barra cinza claro) e 6
horas (barra cinza ESCUI'O) apés a reperfuséo. |squemia e reperfusao intestinal apresentaram um aumento da quantidade de interleucina 6 no pulmao, figado e intestino; a infusao de volume (solucéo fisioldgica e
solugao hipertonica) protegeu os tecidos reduzindo a inflamacéo. IL-6 - interleucina 6; SH - solucao hipertdnica; SF - solucao fisioldgica; ST - sem tratamento. *p<0,05; resultados expressos por média=desvio padrao.
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aos tratamentos tradicionais e utilizando grandes
quantidades de solugao fisioldgica.”” Além disso, foi
demonstrado que as respostas inflamatérias sio mais bem
atenuadas com solugao salina hipertonica a 7,5% do que

com a infusio de solugio fisioldgica convencional.!

Nossos dados demonstraram padrio similar para isquemia
intestinal e reperfusio. Tanto as caracteristicas osmoticas
quanto as hipertonicas da solugio salina hipertonica a

Rev Bras Ter Intensiva. 2014;26(3):277-286



283 Chimabucuro WK, Silva Junior BA, Moretti Al, Velasco IT, Rios EC, Soriano FG

2500 —

2000 —

1500 —

1000 —

500 —

IL-6 nos pulmdes (pg/mg de proteina)

-500

I T I T I I I I 1

4000 —

3000

2000

1000 -

IL-6 no figado (pg/mg de proteina)

-1000

T T T 1

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
A IL-10 nos pulmdes (pg/mg de proteina) B IL-10 no figado (pg/mg de proteina)
2500 _ 1000 —
2000 _| 800 — O
= 600 —|
S 1500 _|
°
= p—
o =)
3 E 40 -
o> >
£ =2
g o0 | -
o £
-~ 7}
2 S 200
£
] 2
E 500 _| ©
£ 2
£ 0 -
-]
=
- A Y T
200 —
-500 T T T T T T T | 400 T T T T T T T |
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 0 20 40 60 80 100 120 140
c IL-10 no intestino (pg/mg de proteina) D IL-10 no plasma (pg/mg)
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7,5% foram associadas a esse efeito particular no presente
modelo experimental.?” Gonzalez et al. estudaram os
efeitos terapéuticos de pequenos volumes de solugdes
salinas hipertonicas (4mL/kg de peso corpdreo) com
diferentes concentracées de cloreto de sédio no modelo
de oclusio da AMS em ratos. Os autores demonstraram
que solugdes salinas hipertdnicas (2%, 5%, 7,5% ou 10%)
diminuiram a lesao intestinal e a infiltragao neutrofilica
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na mucosa intestinal. Os resultados obtidos com essas
diferentes solu¢des hipertdnicas foram similares aqueles
obtido com volumes maiores de solugio salina fisioldgica
(calculado a razio de 33mL/kg de peso corpéreo).
Contudo, os autores obtiveram resultados melhores
utilizando a solugo salina hipertonica a 7,5%.%

Em nosso estudo, um pequeno volume de solu-
¢ao salina hiperténica a 7,5% e um grande volume de
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solugao fisiolégica tiveram efeitos similares na restaura-
¢ao dos pardmetros fisiologicos. Além disto, ambas as
solucbes atenuaram eficientemente o estresse oxidativo
e a resposta inflamatéria. E importante salientar que
a solucdo hipertonica retardou a resposta inflamatdria,
efeito este que pode ser protetor. Os resultados obtidos
com solugées cristaloides foram compardveis aqueles
obtidos nos animais operados com tratamento falso. E
importante observar que, em nosso estudo, os animais
com tratamento falso foram submetidos a um trauma
cirdrgico moderado (incisdo abdominal, manipulagao
das visceras intestinais e da AMS). Esse trauma cirdrgi-
co moderado foi suficiente para causar o estresse oxida-
tivo e a resposta inflamatdria, que foram observados em
nossos resultados.3?

A lesdo de reperfusao ¢ relacionada a uma producio
excessiva de ROS.® Neste estudo, utilizou-se MDA como
um marcador do estresse oxidativo. Nossos resultados
mostraram que a producdo de MDA em diferentes 6rgaos
foi similar nos grupos com tratamento falso e verdadei-
ro. O estresse oxidativo, medido pela formacio de MDA
nos tecidos, foi significantemente mais intenso nos ani-
mais nao tratados em cada um dos momentos de avalia-
cao do estudo. Além do mais, as concentracoes de MDA
diminuiram com o passar do tempo em todos os grupos
de experimentagio. Esses dados mostraram que o estresse
oxidativo foi reduzido pela reposi¢io adequada do volume
circulatério total.

A atividade de MPO foi analisada em diferentes 6r-
gdos, tanto da cavidade abdominal quanto extra-abdomi-
nal. A atividade de MPO foi amplamente utilizada como
um indicador da infiltragio neutrofilica nos tecidos.?
No presente estudo, a atividade de MPO, nos Grupos SH
7,5% e SE, foi similar aquela medida nos animais com tra-
tamento falso. Nos animais tratados, foram encontrados
niveis de MPO significantemente menores do que nos
animais nao tratados. A infiltragao leucocitica nos tecidos
se associou com a sintese local de quimocinas e citocinas.®”
As diferentes IL tém tanto acoes inflamatdrias quanto
anti-inflamatérias.®?

Concentragoes de IL-6 (pré-inflamatéria) e IL-10
(anti-inflamatdria) foram analisadas em diferentes 6rgaos,
sendo estudado um perfil temporal das concentragoes
plasmdticas dessas IL. Muitos estudos propuseram que a
sintese de IL-10 poderia ser regulada pela produgio de
IL-6 e, também, que sua propor¢ao poderia prever o desfe-
cho clinico.®**® As concentracoes de IL-6 e IL-10 nos te-
cidos foram muito similares entre os animais tratados com
solugao salina hipertonica a 7,5% e os com cirurgia falsa

durante o periodo de tempo estudado. A anilise dos ni-
veis de IL-6 e IL-10 nos tecidos em animais tratados com
solugao fisioldgica teve um pico no figado e no intestino
delgado em pelo menos um dos momentos de avaliagiao
do estudo, em comparagio com os Grupos Falso e SH
7,5%. Quatro horas apds a reperfusio, houve tendéncia a
concentragoes tissulares mais elevadas de IL-6 e IL-10 no
grupo ndo tratado. A despeito dos resultados gerais das IL
nos tecidos, as concentragdes plasmdticas de IL-6 e IL-10
foram mais altas nos animais tratados com solucao salina
hipertonica a 7,5%. H4 alguns dados que mostram que
a solugao hipertonica teve uma a¢io anti-inflamatoria,
aumentando a IL-10. Além disso, o aumento da IL-10,
no plasma e no pulmio, pode explicar a menor infiltragio
neutrofilica ¢ o menor estresse oxidativo no pulmio.

Analisamos dois importantes mecanismos de lesdo que
ocorrem apds a isquemia intestinal transitéria em ratos.
Os resultados dos pardmetros hemodinimicos e das and-
lises bioquimicas foram similares apds o tratamento com
infusao de solugoes cristaloides. Entretanto, o desfecho
clinico nos animais tratados com solucéo salina hiperto-
nica a 7,5% apresentou tendéncia a menor sobrevivéncia,
quando comparados aos animais tratados com solu¢io
fisioldgica - a diferenga, porém, nao foi significante.

Este estudo teve algumas limitagoes. Nao pudemos
analisar um periodo longo apés a isquemia, em razio da
dificuldade em manter os animais e por razoes éticas. Além
disso, a isquemia mesentérica necessita de uma infusio de
volume com base didria e a repeti¢do da solugio hiper-
tonica pode apresentar hipernatremia como complicagao.
O ponto forte deste estudo foi comparar a vantagem dos
estudos experimentais na reproducio de exatamente o
mesmo cendrio, para assegurar-se das agoes terapéuticas
de alguns compostos.

CONCLUSAO

Em conclusao, utilizando um modelo de isquemia
intestinal transitéria em ratos, identificamos que o tra-
tamento com um pequeno volume de solu¢io salina hi-
pertonica a 7,5% atenua a formagio de espécies reativas
de oxigénio bem como as respostas inflamatérias em di-
ferentes 6rgaos. A solugao hipertonica apresentou niveis
mais elevados de interleucina 10 no plasma e no tecido
pulmonar, tornando o equilibrio favordvel a um perfil
anti-inflamatério. Os efeitos da solugao salina hipertonica
foram similares aqueles obtidos com a infusao de volumes
maiores de solugdo fisiolégica. A vantagem da solucio
salina hipertonica a 7,5% em relagio a fisiolégica foi a
produgao de menos edema.
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ABSTRACT

Objective: We investigated the effect of two different saline
solutions on the mechanisms of injury after intestinal ischemia:
oxidative stress and inflammatory responses.

Methods: Wistar rats underwent transient superior
mesenteric artery occlusion and were studied for 6 hours
after reperfusion. After randomization, the animals were
divided into four groups: Sham; Hypertonic Saline, in
which they received infusion of 4mL/kg body weight of
7.5% hypertonic saline; Saline, in which they received
infusion of 33mL/kg body weight of 0.9% saline; and Non
Treatment. The infusion was performed immediately prior
to the reperfusion. The plasma concentrations of interleukin
6 and interleukin 10 were measured. Tissue samples (lung,
liver, and intestine) were collected for malondialdehyde,
myeloperoxidase, and interleukin measurements.

Results: The animals that received infusions (Hypertonic
Saline and Saline) showed lower levels of tissue malondialdehyde,
myeloperoxidase, interleukin 6, and interleukin 10 compared
with the Non Treatment group. The plasma concentrations
of interleukin 6 and interleukin 10 were higher in the animals
treated with 7.5% hypertonic saline compared with Saline and
Non Treatment groups.

Conclusion: In this model of transient intestinal ischemia,
the adequate maintenance of intravascular volume decreased
oxidative stress and the synthesis of inflammatory markers. Both
7.5% Hypertonic Saline and Saline attenuated the deleterious
effects observed after intestinal ischemia.

Keywords: Saline solution, hypertonic/administration &
dosage; Reperfusion injury/drug therapy; Mesenteric artery,
superior; Inflammation; Ischemia; Interleukins; Oxidative
stress; Rats, Wistar
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