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Objetivo:Objetivo:Objetivo:Objetivo:Objetivo: desenvolver um modelo experimental de isquemia global normotérmica transitória capaz de demonstrar os tempos de

isquemia e reperfusão necessários para desenvolvimento de lesão de isquemia/reperfusão em intestinos delgados de ratos Wistar

através clampeamento de aorta abdominal suprarrenal. Métodos:Métodos:Métodos:Métodos:Métodos: Vinte ratos Wistar adultos machos, pesando entre 250 e 350g,

foram distribuídos aleatoriamente em cinco grupos, com quatro ratos cada, e submetidos a tempos crescentes de isquemia (0 - 30

- 45 - 60 - 90 minutos). Dentro de cada grupo, à exceção do grupo controle, dois ratos foram submetidos à 60 minutos de reperfusão

e dois à 90 minutos. Após os procedimentos, procedeu-se análise histológica através de medição de áreas de necrose. Resultados:Resultados:Resultados:Resultados:Resultados:

O grau de necrose intestinal variou de 15 a 54% (p=0,0004). Houve tendência de aumento progressivo no grau de lesão relacionado

ao aumento no tempo de isquemia, contudo, os maiores graus de lesão foram observados nos menores tempos de reperfusão. A

análise do coeficiente de variação de necrose entre os dez grupos de isquemia/reperfusão demonstrou diferença estatisticamente

significante em 15 postos, sendo 13 relacionados ao grupo controle. Conclusão: Conclusão: Conclusão: Conclusão: Conclusão: O modelo foi capaz de demonstrar os tempos

necessários para que ocorra lesão de isquemia/reperfusão intestinal através de clampeamento aórtico e poderá servir como base

para facilitar o desenvolvimento de estudos voltados para a compreensão deste tipo de lesão.

Descritores:Descritores:Descritores:Descritores:Descritores: Desenvolvimento experimental. Isquemia. Reperfusão. Constrição. Aorta abdominal. Intestino delgado.
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INTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃO

Após um período crítico de isquemia, a restauração do
 fluxo sanguíneo em determinado órgão desencadeia

o processo de lesão de isquemia/reperfusão (I/R)1. Isso ocorre
porque a isquemia cria condições para que, no momento
da reperfusão, enzimas ativadas participem da redução do
oxigênio molecular gerando oxirradicais2.

A lesão de I/R é um fenômeno que atrai o interes-
se de pesquisadores, os quais, através de modelos experi-
mentais, buscam entender sua fisiopatologia e possíveis
medidas terapêuticas. Observa-se, no entanto, o desenvol-
vimento majoritário de modelos de I/R regionais3-5, através
de clampeamento seletivo de pedículos vasculares para ór-
gãos específicos, em detrimento de modelos de I/R global
de órgãos, através de clampeamento de vasos-fonte para
vários órgãos. Nesse contexto, encontram-se os modelos de
clampeamento de aorta, que teriam importância ao simular

operações de aorta e suas repercussões sistêmicas, como
comprometimentos neurológico, intestinal e renal 6-8.

O objetivo deste estudo foi desenvolver um mo-
delo experimental de isquemia global normotérmica tran-
sitória capaz de demonstrar os tempos de isquemia e
reperfusão necessários para desenvolvimento de lesão de
I/R em intestinos delgados de ratos Wistar através do
clampeamento da aorta abdominal suprarrenal.

MÉTODOSMÉTODOSMÉTODOSMÉTODOSMÉTODOS

Foram utilizados 20 ratos Wistar adultos machos,
pesando entre 250 e 350g, mantidos sob condições con-
troladas, com água ad libitum e alimentados com ração
comercial. Os procedimentos experimentais foram aprova-
dos pelo Comitê de Ética da instituição. Número do proto-
colo 03/09.
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Os animais foram distribuídos aleatoriamente em
cinco grupos (Tabela 1). Todos foram anestesiados com
quetamina (75mg/Kg) e xilazina (10mg/Kg), administrados
por via intramuscular. Foram mantidos em ventilação es-
pontânea, posicionados na mesa cirúrgica em decúbito
dorsal, imobilizados pelas quatro extremidades e submeti-
dos à tricotomia abdominal e assepsia com povidine
degermante. Foi realizada laparotomia xifopúbica por pla-
nos, com posterior exposição da cavidade abdominal. O
rim esquerdo foi rebatido para a direita e a gordura
perirrenal divulsionada. Após dissecção, a aorta abdomi-
nal foi clampeada logo acima da emergência da artéria
renal direita com pinça hemostática atraumática (Figura
1), interrompendo o fluxo sanguíneo mesentérico.

Após completar os tempos de isquemia e
reperfusão, foram realizadas secção de veia cava inferior e
ressecção em bloco dos órgãos abdominais. Nos animais
do Grupo I (controle), logo após a laparotomia era realiza-
do esse procedimento. O intestino delgado foi colocado
em solução de formalina ácida por 24 horas e depois man-
tidos em álcool 70% até a análise histopatológica. Para
cada rato, foram obtidas seis secções de intestino delgado,
das quais duas foram aleatoriamente escolhidas para aná-
lise histopatológica após fotografias das paredes intestinais.
Todas as imagens foram obtidas com resolução de
1280x1024 pixels, usando uma câmera de captura (CX41,
Olympus, Tóquio, Japão) acoplada ao microscópio óptico
com lentes de aumento 20x e analisadas com auxílio do
software ImageJ (National Institute of Health, Bethesda,
Estados Unidos). A análise das imagens ocorreu através de
medição de áreas de necrose em relação à área total das
paredes intestinais nas secções. Três pesquisadores cegos
para os grupos dos ratos realizaram as medições. A média
das áreas medidas por cada um dos pesquisadores foi con-
siderada para análise dos resultados.

A análise estatística descritiva e inferencial foi
realizada utilizando o teste não-paramétrico de Kruskal-
Wallis e, quando aplicável, o teste de Student-Newman-
Keuls. Foi assumido como estatisticamente significativo o
valor p< 0,05.

RESULTADOSRESULTADOSRESULTADOSRESULTADOSRESULTADOS

O grau de lesão intestinal, em necrose, foi avali-
ado nos 20 ratos submetidos a diferentes tempos de
isquemia e reperfusão (Tabela 1). Os valores médios de
grau de necrose intestinal variaram entre 15% e 54% (Fi-
gura 2).

Foi observada diferença estatisticamente signifi-
cativa (p= 0,0004) entre os graus de necrose nos grupos
estudados, com tendência de aumento progressivo relaci-
onada ao aumento dos tempos de isquemia (0 – 30 – 45 –
60 – 90 minutos). Contudo, os graus de necrose foram
maiores nos menores tempos de reperfusão (60 minutos)
em comparação com os grupos de maior tempo (90 minu-

tos). Não foram encontradas diferenças estatisticamente
significativas entre os diferentes tempos de reperfusão para
um mesmo tempo de isquemia.

O grupo controle demonstrou ser o de menor
grau de necrose em relação aos demais grupos estudados.
Quando analisados individualmente os graus de necrose
intergrupos, o coeficiente de variação demonstrou diferen-
ça entre as médias estatisticamente significativa em 15
dos 45 postos, sendo 13 implicados diretamente ao grupo
controle (Tabela 2). Este grupo apresentou diferença esta-
tisticamente significante quando comparado aos demais
grupos de IR em 76% das vezes.

DISCUSSÃODISCUSSÃODISCUSSÃODISCUSSÃODISCUSSÃO

Em ratos, a emergência da artéria mesentérica
superior localiza-se abaixo das emergências das artérias
renais. Logo, o clampeamento da aorta acima das emer-
gências das artérias renais implica cessação do fluxo
mesentérico.

Tabela 1Tabela 1Tabela 1Tabela 1Tabela 1 – Desenho do estudo.

GrupoGrupoGrupoGrupoGrupo IsquemiaI squemiaI squemiaI squemiaI squemia ReperfusãoReperfusãoReperfusãoReperfusãoReperfusão nnnnn
(minutos)(minutos)(minutos)(minutos)(minutos) (minutos)(minutos)(minutos)(minutos)(minutos)

I 0 0 4
II 30 4

a 60 2
b 90 2

III 45 4
a 60 2
b 90 2

IV 60 4
a 60 2
b 90 2

V 90 4
a 60 2
b 90 2

Figura 1 Figura 1 Figura 1 Figura 1 Figura 1 - Artéria renal esquerda rebatida (•); aorta abdominal
(seta) clampeada logo acima da emergência da arté-
ria renal direita (*****).
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A lesão tecidual isquêmica é um evento comum
na prática cirúrgica. A restauração do fluxo sanguíneo,
mesmo sendo crucial para evitar a morte celular, está as-
sociada ao agravamento do dano isquêmico por lesão de I/
R1. O clampeamento aórtico executado no reparo aberto
de aneurismas da aorta está associado à alterações
hemodinâmicas que acarretam lesão de I/R9. Estes danos
já foram estudados através de diversos modelos experi-
mentais baseados em pinçamento do pedículo vascular
mesentérico3,4,10.

Observa-se nas pesquisas já realizadas sobre o
tema, que não há padronização dos tempos de isquemia e
reperfusão essenciais para a ocorrência de lesões teciduais,
fato já notado por Silveira et al. 11. Visando melhor avaliar
esta questão no intestino, distintos períodos foram testa-
dos de forma a analisar a graduação das alterações
histológicas, bem como, a duração específica da isquemia
e reperfusão necessária para o surgimento de lesões no
órgão em questão.

O intestino delgado é um órgão que
sabidamente sofre bastante com as lesões I/R. Desde que

Schoenberg e Berger12 definiram que, com uma hora de
isquemia, a mucosa intestinal já possuía danos importan-
tes e, com duas horas, os danos já seriam irreversíveis.
Vários estudos foram desenvolvidos, geralmente com o
tempo variando de uma a duas horas de isquemia. De
acordo com Sola et al.13, após 90 minutos de isquemia e
30 minutos de reperfusão, por oclusão da artéria
mesentérica, este órgão apresentou lesão histológica grau
5, segundo a classificação modificada por Chiu et al.14.
Santos et al.15 demonstraram que, com 30 minutos de
isquemia seguidos de 60 minutos de reperfusão, o grau
das lesões histológicas obtidas variam entre 3 e 4. Li et
al.16 observaram que, 60 minutos isquemia e 60 minutos
de reperfusão intestinal, a partir do pinçamento da ateria
mesentérica superior, causam significativa lesão da
mucosa. Brito et al. 10 demonstraram que, para um mes-
mo tempo de isquemia, um maior grau de lesão  está
associado ao maior tempo de reperfusão. Miranda et al.
17 utilizaram em seu estudo 45 minutos de isquemia se-
guidos de sete dias de reperfusão.

Nesse estudo, optou-se por realizar
clampeamento de aorta. Os motivos para a escolha desse
vaso foram: escassez de estudos com esse tipo de
clampeamento e facilidade de manipulação do vaso. Com
relação à isquemia, estes resultados são corroborados por
dados da literatura que mostram que quanto maior o tem-
po de isquemia, maior o grau da lesão histológica18. Neste
estudo validaram-se os tempos, mostrando que, a partir de
30 minutos de isquemia na aorta, já é possível notar alte-
ração histológica na parede do intestino dos ratos. Não
foram encontradas variações estatisticamente significati-
vas entre as lesões nos tempos de reperfusão de 60 e 90
minutos em nenhum dos grupos.

Figura 2 Figura 2 Figura 2 Figura 2 Figura 2 - Curva de isquemia/reperfusão.

Tabela 2 -Tabela 2 -Tabela 2 -Tabela 2 -Tabela 2 - Diferença entre as médias dos grupos de Isquemia/Reperfusão.

GruposGruposGruposGruposGrupos Coeficiente de variaçãoCoeficiente de variaçãoCoeficiente de variaçãoCoeficiente de variaçãoCoeficiente de variação p-va lorp-va lorp-va lorp-va lorp-va lor

Controle x I45R60 29,3333 0,00
Controle x I60R60 38,5 0,00
Controle x I60R90 25,8333 0,01
Controle x I90R60 30,5 0,00
Controle x I90R90 23,5 0,02
Controle x I30R60 22,3333 0,03
Controle x I30R90 19,8333 0,05
Controle x I45R60 32,6667 0,00
Controle x I45R90 20,1667 0,05
Controle x I60R60 41,8333 < 0,0001
Controle x I60R90 29,1667 0,00
Controle x I90R60 33,8333 0,00
Controle x I90R90 26,8333 0,01
I30R90 x I60R60 22 0,03
I45R90 x I60R60 21,6667 0,03

(p) Teste não paramétrico de Kruskal-Wallis; p=0,0004;;;;;
Posterior Student-Newman-Keuls test; ; ; ; ; p<0,05 = estatisticamente significativo
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Em conclusão, o modelo foi capaz de demons-
trar os tempos necessários para que ocorra lesão de I/R
intestinal através de clampeamento aórtico e poderá servir
como base para facilitar o desenvolvimento de estudos
voltados para a compreensão deste tipo de lesão.

A B S T R A C TA B S T R A C TA B S T R A C TA B S T R A C TA B S T R A C T

Objective:Objective:Objective:Objective:Objective: To develop an experimental model of global normothermic ischemia able to demonstrate the transient ischemia and
reperfusion periods required for development of ischemia/reperfusion injury in the small intestines of Wistar rats by clamping the
abdominal aorta. Methods:Methods:Methods:Methods:Methods: Twenty adult male Wistar rats weighing 250-350g were randomly divided into five groups with four
rats each and submitted to increasing times of ischemia (0 - 30 - 45 - 60 - 90 minutes). Within each group, except the control one,
two rats underwent 60 minutes of reperfusion and two 90 minutes. After the procedures, histological analysis was conducted by
measurement of areas of necrosis. Results:Results:Results:Results:Results: The degree of intestinal necrosis ranged from 15% to 54% (p = 0.0004). There was
progressive increase in the degree of injury related to increase in ischemic time. However, greater degrees of injury were observed
in the lowest times of reperfusion. The analysis of the coefficient of variation of necrosis among the ten groups of ischemia/
reperfusion showed a statistically significant difference in 15 areas, 13 related to the control group. Conclusion:Conclusion:Conclusion:Conclusion:Conclusion: The model was
able to show the periods required for the occurrence of ischemia/reperfusion injury by aortic clamping and can serve as a basis to
facilitate the development of studies that aim at understanding this kind of injury.

Key words:Key words:Key words:Key words:Key words: Wistar rats. Abdominal aorta. Small intestine. Ischemia. Reperfusion.
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