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O Trauma é a terceira causa de O Trauma é a terceira causa de 
mortes na populaçãomortes na população

Primeira causa de mortes na faixa Primeira causa de mortes na faixa 
etária próxima aos quarenta anosetária próxima aos quarenta anos

TraumaTrauma
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Choque hemorrágicoChoque hemorrágico
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A isquemia A isquemia 
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Isquemia e reperfusão( Isquemia e reperfusão( I/RI/R))

Reperfusão:Reperfusão:
Benéfica para o tecido isquêmico (restaura Benéfica para o tecido isquêmico (restaura 
suprimento energético e remove suprimento energético e remove metabólitosmetabólitos
tóxicos) tóxicos) 
contribui para o dano celular principalmente pela contribui para o dano celular principalmente pela 
geração de radicais livres geração de radicais livres :: OO22 + + hipoxantinahipoxantina
xantinaxantina oxidaseoxidase xantinaxantina + + radicaisradicais livreslivres
Tecidos apresentam diferentes sensibilidades a Tecidos apresentam diferentes sensibilidades a 
lesão da (lesão da (I/RI/R))
A A I/RI/R gera uma resposta inflamatória, com gera uma resposta inflamatória, com 
conseqüente lesão local e em conseqüente lesão local e em orgãosorgãos distantes.distantes.



Isquemia e reperfusão Isquemia e reperfusão 
intestinal (I/Rintestinal (I/R--i)i)
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A síndrome da A síndrome da agústiaagústia
respiratória aguda ( SARA)respiratória aguda ( SARA)

Fatores 
diretos

Fatores 
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hemorrágico

Isquemia e 
reperfusão 
intestinal

Edema pulmonar não cardiogênico, 
intenso infiltrado neutrofílico, dano 
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(SARA) IMOS MORTE



A síndrome da A síndrome da agústiaagústia
respiratória aguda ( SARA)respiratória aguda ( SARA)

200.000 casos/ ano nos EUA. 31% de 200.000 casos/ ano nos EUA. 31% de 
mortalidademortalidade→→80.000 80.000 mortes/anomortes/ano. . 
EstimaEstima--se se queque no no mundomundo todotodo o o 
nnúúmeromero de de mortesmortes excedaexceda meiomeio
milhão/anomilhão/ano

Pode evoluir insuficiência mPode evoluir insuficiência múúltipla de ltipla de 
óórgãos (IMOS) e mortergãos (IMOS) e morte
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A agressão secundária como relevante A agressão secundária como relevante 
fator modulador de lesão pulmonarfator modulador de lesão pulmonar

(estímulo inflamatório 
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(estímulo inflamatório 
secundário)
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pulmonar

Exacerbação 
da 

inflamação 
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ObjetivosObjetivos

Desenvolver e padronizar um modelo Desenvolver e padronizar um modelo 
de isquemia e reperfusão intestinal em de isquemia e reperfusão intestinal em 
camundongoscamundongos
Padronizar o modelo de agressão Padronizar o modelo de agressão 
secundsecundáária pulmonarria pulmonar
Avaliar farmacologicamente os Avaliar farmacologicamente os 
mecanismos moduladores da mecanismos moduladores da 
inflamainflamaçção e reatividade pulmonar no ão e reatividade pulmonar no 
modelo de agressão secundmodelo de agressão secundááriaria



Materiais e métodosMateriais e métodos



AnimaisAnimais

Camundongos Camundongos BALB/c BALB/c fornecidos pelo fornecidos pelo 
biotério do Departamento de biotério do Departamento de 
Imunologia do Imunologia do ICB/USPICB/USP



Indução da I/RIndução da I/R--ii

Animais serão anestesiados com Animais serão anestesiados com 0,20 0,20 
mlml de de cloridratocloridrato de quetamina  (5%) e de quetamina  (5%) e 
xilazina (1%).xilazina (1%).

PinPinççamentoamento da artda artééria ria mesentmesentééricarica
superior por 45 minutossuperior por 45 minutos

30 min, 2 e 4 horas de reperfusão30 min, 2 e 4 horas de reperfusão



Agressão secundáriaAgressão secundária

Após 30 min, 2 e 4 hs de reperfusão, Após 30 min, 2 e 4 hs de reperfusão, 
exposição da traquéia do animal e exposição da traquéia do animal e 
instilação 100 instilação 100 μμl l de salina, LPS de salina, LPS 
((SalmonellaSalmonella abortusabortus, 50, 50μμg/mlg/ml) ) ou ou 
suco gástricosuco gástrico
O suco gástrico será obtido de animais O suco gástrico será obtido de animais 
doadores, segundo metodologia de doadores, segundo metodologia de 
SertiSertiéé etet alal (2000)(2000)



Agressão secundáriaAgressão secundária

Isquemia intestinal

45 min

Reperfusão

30 min, 2 e 4hs

Instilação intratraqueal de 
salina, LPS, suco gástrico

(agressão secundária)

2, 4 e 12 hs

Análise de parâmetros 
relativos a inflamação 

pulmonar



Delineamento experimentalDelineamento experimental

Falso-operado (Sham)

Sem instilação 
intratraqueal

I/R-intestinal

Instilação 
intratraqueal de 
salina

Instilação 
intratraqueal de 
LPS

Instilação 
intratraqueal de 
SG



Caracterização do modelo murino Caracterização do modelo murino 
de inflamação pulmonar por I/Rde inflamação pulmonar por I/R--ii

Avaliação do 
edema 
pulmonar

Avaliação do 
edema 
pulmonar

Avaliação da 
inflamação 
pulmonar

Avaliação da 
inflamação 
pulmonar

I/R-intestinal

Albumina 
no LBA

Módulo 1

Peso seco/ 
peso 
úmido

Permeabilidad
e vascular

MPO 
pulmonar

Quantificação 
de células no 
LBA



Caracterização do modelo murino Caracterização do modelo murino 
de dupla agressão pulmonarde dupla agressão pulmonar

Módulo 2 I/R-intestinal

Instilação 
intratraqueal 
de LPS

Instilação 
intratraqueal 
de SG

Instilação 
intratraqueal 
de salina

Sem 
instilação 
intratraqueal

Avaliação do 
edema 
pulmonar

Avaliação da 
inflamação 
pulmonar

Albumina 
no LBA

Peso seco/ 
peso 
úmido

Permeabilidade 
vascular

MPO 
pulmonar

Quantificação 
de células no 
LBA



Caracterização do modelo murino Caracterização do modelo murino 
de dupla agressão pulmonarde dupla agressão pulmonar

Definir

Dose 
inflamatória de 
LPS 
intratraqueal

Dose 
inflamatória de 
LPS 
intratraqueal

Dose 
inflamatória de 
suco gástrico 
intratraqueal

Dose 
inflamatória de 
suco gástrico 
intratraqueal

Tempo após 
I/R-i ideal para 
segundo 
estímulo 
inflamatório

Tempo após 
I/R-i ideal para 
segundo 
estímulo 
inflamatório

Módulo 2

Tempo após 
segundo 
estimulo 
inflamatório 
para medições.

Tempo após 
segundo 
estimulo 
inflamatório 
para medições.



Estudo dos mecanismos de Estudo dos mecanismos de 
interação dos estímulos interação dos estímulos 
inflamatóriosinflamatórios

Módulo 3

I/R-intestinal

Instilação 
intratraqueal 
de LPS

Instilação 
intratraqueal 
de SG

Instilação 
intratraqueal 
de salina



Avaliação da 
atividade funcional 
das células 
inflamatórias

Avaliação da 
atividade funcional 
das células 
inflamatórias

Estudo in vitro da 
reatividade 
pulmonar

Estudo in vitro da 
reatividade 
pulmonar

Interferência 
farmacológica

Interferência 
farmacológica

Quantificação 
de citocinas e 
eicosanóides 
em alíquotas 
do LBA

Quantificação 
de citocinas e 
eicosanóides 
em alíquotas 
do LBA

Quantificação 
de citocinas, 
eicosanóides, 
NO, H2O2e em 
cultura de 
células do LBA 
e em cultura 
parênquima 
pulmonar.

Quantificação 
de citocinas, 
eicosanóides, 
NO, H2O2e em 
cultura de 
células do LBA 
e em cultura 
parênquima 
pulmonar.

Perfusão 
bronco-
pulmonar
(curva dose-
resposta a 
metacolina)

Perfusão 
bronco-
pulmonar
(curva dose-
resposta a 
metacolina)

Perfusão 
intra-
pulmonar 
(curva dose-
resposta a 
fenilefrina)

Perfusão 
intra-
pulmonar 
(curva dose-
resposta a 
fenilefrina)

Tratamento com 
antagonistas e 
inibidores da 
mediadores 
inflamatórios 
envolvidos com as 
alterações 
pulmonares 
desencadeadas 

Tratamento com 
antagonistas e 
inibidores da 
mediadores 
inflamatórios 
envolvidos com as 
alterações 
pulmonares 
desencadeadas 

Módulo 3

Estudo dos mecanismos de Estudo dos mecanismos de 
interação dos estímulos interação dos estímulos 
inflamatóriosinflamatórios



Respostas a serem obtidasRespostas a serem obtidas

Há sinergismo entre a I/R-i e a instilação de 
LPS ou SG na inflamação  e lesão pulmonar?
Em que grau o sinergismo entre  a I/R-i e a 
instilação de LPS ou SG gera dano pulmonar? 
Qual a relação temporal entre os estímulos 
e seus efeitos inflamatórios?
Quais mediadores inflamatórios estão 
envolvidos no sinergismo inflamatório entre 
os dois estímulos?



Considerações finaisConsiderações finais


