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RESUMO

Introducao: A manobra de Pringle intermitente € utilizada para a grande cirurgia de
transplante, traumas e protegcdo hepatica, mas o longo tempo de isquemia e
reperfusdo podem limitar a protegcdo em ratos Wistar. Objetivo: Comparar as
alteracoes mitocondriais hepaticas, apds clampeamento total intermitente versus o
clampeamento continuo do pediculo hepatico por periodo de 40 minutos em ratos
Wistar. Método: Quarenta e dois ratos Wistar machos, peso de 327,7 + 51,75q,
foram anestesiados com tiopental sédico (iv), com incisdo em U no abdome. O
pediculo hepatico foi isolado e clampeado. Os animais foram distribuidos em trés
grupos: Grupo Continuo (GC, n=14, submetidos a 40 minutos isquemia/40 minutos
reperfusdo). Grupo Intermitente (Gl, n=14, submetidos a quatro ciclos de 10 minutos
isquemia/10 minutos reperfusdo). Grupo Controle (GCL, n=14, submetido a
laparotomia por 80 minutos). No final do experimento, realizou-se coleta de sangue
para dosagens das transaminases (AST/ALT) e biopsias hepaticas para avaliacao
da respiracdo mitocondrial e avaliagdo histoldégica. Resultados: GC e Gi
apresentaram AST/ALT elevadas (p<0,008) quando comparados ao GCL; as
mitocondrias estimuladas por ADP ou FCCP tiveram reducdo da respiracao
(p<0,05) e reducdo na razao do controle respiratério nos grupos (GC e Gl)
isquémicos (p<0,03), quando comparados ao GCL, embora a comparacgéo entre Gl
e GC nao tenha apresentado diferenca em relacédo a respiracdo mitocondrial. Na
avaliacao histolégica: GC apresentou 33% necrose hemorragica focal, 17%
congestao sinusoidal e/ou vacuolizacao e 50% congestdo venosa; Gl teve 43%
congestao sinusoidal e/ou vacuolizacédo e 57% congestao venosa. Concluséo: As
lesbes hepaticas e alteracbes da respiracao mitocondrial, apds longo tempo de
isquemia e reperfusdo, aconteceram, independente do tipo de clampeamento
utilizado, sendo que o grupo intermitente nao se mostrou efetivo em evitar estas
alteracdes.

Palavra chave: Constricao, Isquemia, Reperfusao, Ratos Wistar, Mitocéndrias.

- Vii -



- viii -



ABSTRACT

Introduction: The intermittent Pringle maneuver is utilized for major transplant
surgery, traumas and hepatic protection, but long ischemia time and reperfusion may
limit some protection in Wistar rats. Aim: Evaluate the protection effects of
intermittent clamping in the total hepatic pedicle, after a long period of ischemia and
reperfusion in Wistar rats. Method: Forty-two male Wistar rats, weighing + 327,7g,
anesthetized with sodium thiopental (iv) and subjected to a U-shaped incision in the
abdomen. The total hepatic pedicle was isolated and subjected to a clamping with a
microvascular clamp. Continuous Group (CG, n=14, 40 minutes of ischemia/40
minutes of reperfusion). Intermittent Group (IG, n=14, 4 cycles a 10 minute
ischemia/reperfusion 10 minutes). Sham Group (SG, n=14, 80 minute observation
time). Blood collection the dosage of transaminases and hepatic biopsies for
evaluation of mitochondrial respiration and histological evaluation. Results: In
groups CG and IG, AST and ALT enzymes were elevated in comparison to group
SG (p<0,008); mitochondrias when stimulated by ADP or FCCP had a significant
decrease in breathing (p<0.05), and the respiratory control ratio (RCR) in the
ischemic groups was lower (p<0.03) when compared to the GS. In histology GC
100% had lesions: 33% focal hemorrhagic necrosis, 17% sinuzoidal congestion
and/or vacuolization and 50% venous congestion, in Gl 100% had lesions: 43%
sinuzoidal congestion and/or vacuolization, 57% venous congestion. Conclusion:
The intermittent total hepatic pedicle clamping for a long time in the Wistar rats was
not effective in the protection of liver injury.

Keywords: Constriction, Ischemia, Reperfusion, Rats — Wistar, Mitochondria.
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INTRODUCAO

A Isquemia e a reperfusédo (I/R), sdo procedimentos muitas vezes necessarios para

controle de hemorragias em transplantes e traumas hepaticos'~".

A manobra idealizada por Pringle, em 1908, como forma de prevencao e tratamento
de sangramentos’-8, tem sido utilizada pelos cirurgides para a obtencédo de exclusio
vascular hepatica, sendo empregada durante ferimentos hepaticos, resseccoes

hepaticas e nos transplantes hepaticos®12.

s

E notdrio que tanto a isquemia das vias biliares, quanto o sangramento excessivo,
interferem diretamente na morbidade e mortalidade operatérias em resseccdes

hepaticas®'°, assim como no transplante de figado'S.

Estudos demonstram que nos érgaos submetidos a isquemia hepatica, seguidos de

reperfusdo, ocorre o desenvolvimento de lesdes de isquemia-reperfusao’-17.

Essa lesdo envolve uma complexa cascata de eventos que engloba as alteracdes
enzimaticas, perda de energia, o desequilibrio da hemostasia idnica, producao de

espécies reativas de oxigénio (ROS) e a morte celular!418-24,

As alteracbes enzimaticas que sao observadas logo apds o procedimento cirurgico,
ou durante o pdés-cirurgico, sdo consequéncias da hipoxia sofrida pelo 6rgao e da

reperfusdo do parénquima remanescente?®.



A enzima aspartato aminotransferase (AST) pode ser encontrada no figado,
miocardio, musculo esquelético, pancreas e rins. Qualquer dano celular nestes

tecidos resulta em uma elevagao dos niveis séricos?®.

A enzima alanina aminotransferase (ALT) € mais utilizada para a avaliagao hepatica,
pois 0s niveis hepaticos excedem a concentragdo miocardica. Sua elevagao esta

correlacionada ao dano hepatocelular agudo?®.

Estas enzimas em concentracbes elevadas sdo bons marcadores de lesdes
hepaticas, sendo utilizadas, também, na pratica clinica para acompanhamentos dos
doentes e nas alteragdes da permeabilidade da membrana plasmatica®’-2°. Alguns
trabalhos demonstram que a elevagdo de seus niveis depende do tempo de

reperfusao3%-31,

A perda de energia do érgao, gerada com a isquemia, leva a um metabolismo
anaerodbico, reduzindo a producdo de adenosina trifosfato (ATP), levando ao
aumento da producéao de hipoxantina, que é formada a partir de reducao de xantina,
aumentando o influxo de calcio, lise das proteinas estruturais e das membranas,
maior permeabilidade da membrana mitocondrial e alteracées no sistema de

fosforilagao oxidativa32-3,

Quando ha deplegéao de ATP por anédxia ocorre a falta de energia, produzindo falhas
na bomba de sédio (Na) e potassio (K), que esta localizada na membrana celular,
acarretando a entrada de Na e agua, para o meio intracelular e saida de K, para o

meio extracelular, produzindo edema intracelular36-38,



Nesse caso, ocorre acidose intracelular em decorréncia da diminui¢cdo de ATP que

é provocada pela glicélise anaeroébica e consequente actimulo de &cido lactico®.

A diminuicao do pH intracelular inicial, em niveis moderados, parece funcionar como

citoprotetor por inibir a acdo das hidrolases%4'.

A duragao da isquemia esta diretamente relacionada a deplecado de ATP, mas um
dos fatores determinantes da viabilidade da fungéo do 6érgao é a velocidade de
restauracdo da oxigenacgao, apos a reperfusdo*>43. O meio acido exacerbado néo é
favoravel para a cinética normal das enzimas, privando a célula dos seus

mecanismos para manutengao da homeostase?’.

A oferta de energia € restaurada e os metabdlitos toxicos sdo removidos com
consequéncias positivas na reperfusdo. Podem provocar disturbios metabolicos e
leséo do tecido, em razao do retorno de sangue ser rico em potassio e com pH acido

para a circulagéo sistémica344.

A isquemia ocasiona a perda dos mecanismos de homeostasia intracelular os quais
dependem de energia; essa perda do gradiente osmdético, por falhas da bomba

ibnica de Na e K, leva a inativacdo de proteinas e oxidagdo dos grupos tidis®’.

A inibicdo das enzimas Ca**/ATPase e Na*/K*/ATPase, determina edema celular e
formagéo de vesiculas, alterando a estrutura da microcirculagdo. O célcio leva a

disfungdo da membrana mitocondrial e lesio irreversivel37:38.

A estas alteragbes segue-se autdlise secundaria a isquemia (edema dos

lisossomos, vacuolizagcdo do reticulo endoplasmatico, vazamento de enzimas e
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proteinas, e descaracterizagcao da compartimentalizagéo celular). A integridade das

membranas ndo pode ser mantida, ocorrendo a morte celular3>-3,

A geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS) é consequéncia da passagem

de elétrons pela cadeia respiratoria.

Aproximadamente 2% dos elétrons que entram na cadeia respiratéria ndo séo
utilizados para reduzir oxigénio (O2) a agua (H20)*". Esses elétrons se combinam
com o oxigénio em passos intermediarios da cadeia respiratdria, principalmente nos
complexos respiratorios | e lll, promovendo a redugdo mono eletrénica do oxigénio,

gerando, assim, o radical superdxido (Oz -)44:45:46,

Disturbios microcirculatérios associados a isquemia e reperfusdo sao efeitos do
desequilibrio entre o 6&xido nitrico (NO) e a produgdo de endotelina.
Concomitantemente ocorre a ativacao de células de Kupffer, liberando espécies
reativas de oxigénio e citocinas pro-inflamatoérias, incluindo fator de necrose tumoral

(TNF-a) e interleucina. A ROS também pode ser derivada das mitocondrias?*#’.

As citocinas, promovem a ativacao de neutréfilos e acumulagdo, contribuindo para

progresséo da lesdo do parénquima, liberando ROS e proteases'® 16,

Estes radicais livres de oxigénio, com numero impar de elétrons, sdo altamente
reativos; as lesdes secundarias a I/R sdo causadas por estes radicais citotdxicos

apoés a isquemia e reperfusao*-52,



Uma série de alteragdes no 6rgao isquémico promove, na presenga destes radicais
livres de oxigénio, alteracdes sistémicas tais como faléncia renal e depresséao

céardio-circulatoria3®:°3-56,

As mitocéndrias possuem um sistema de defesa antioxidante que dismuta o radical
superéxido (O2 +-) a peroxido de hidrogénio (H202), sendo que este é altamente

permeavel pelas membranas biolégicas, podendo ser removido por antioxidantes®®-

57

O H202 pode gerar radical hidroxila reativo (HO<) que € altamente reativo e
citotdoxico, sendo que a maior parte do HO+ gerado, in vivo, provém da reacao

descrita a seguir, denominada reacédo de Fenton (H202 + Fe?* = HO« + HO- + Fe3+)%8,

As espécies reativas de oxigénio geradas na mitocéndria podem oxidar

macromoléculas, tanto na prépria organela, como em outros sitios intracelulares®”.

Proteinas, principalmente da membrana mitocondrial interna, sdo alvos primarios

de danos oxidativos induzidos por espécies reativas de oxigénio e nitrogénio®’.

Esses danos envolvem a formagao de grupos carbonila e a oxidagao de grupos tidis.
Este ultimo pode levar a permeabilizacdo ndo especifica da membrana mitocondrial
interna, conhecida como transi¢cao de permeabilidade mitocondrial (TPM), tornando-
a, gradativamente, permeavel a prétons, ions, suporte osmético e pequenas

proteinas®®.



Os complexos das cadeias transportadoras de elétrons (CTE) mitocondriais acabam
sofrendo alteragbes apoOs sofrerem isquemia, diminuindo a eficacia do sistema

antioxidante fisiol6gico®’.

Curtos periodos de hipéxia aumentam a eletronegatividade dos complexos da CTE,

levando ao vazamento de elétrons®’.

Se o0 episodio de isquemia for curto, ele pode ndo ser suficiente para alterar o
sistema de antioxidantes na mitocéndria, e a ROS produzida apés a reintroducéo

de O2 serve como um sistema de defesa®0-61.

Nesse contexto, com a geragdo de radicais livres e a atividade respiratéria
mitocondrial — em que se observam bons parametros para se avaliar a lesdo de
isquemia e reperfusdo hepatica — a mitocéndria tem papel critico, uma vez que
passa por grandes mudangcas que podem contribuir para o prejuizo do érgao

durante o fendmeno de isquemia-reperfusao’®.

A reperfusdo do tecido hepatico isquémico esta associada a disturbios circulatorios
sistémicos, aumento da permeabilidade vascular, com edema e desarranjo
estrutural hepatocelular, perda da viabilidade do endotélio dos sinusoides e ativagéo
das células de Kupffer e neutréfilos podendo, na dependéncia do tempo de

isquemia, causar morte celular'®27.62,

Distarbio da microcirculacdo, aderéncia de leuc6citos e plaquetas, com
conseqlente diminuicdo do fluxo sanguineo e manutengdo do processo de

isquemia ocorrem pela perda da viabilidade do endotélio®3-64,



Apos ativagao das células de Kupffer e leucdcitos ocorre a liberagdo de radicais
livres de oxigénio, 6xido nitrico, além de outros mediadores pro-inflamatérios que,

provavelmente, intensificam a lesdo do enxerto®364,

Com o reestabelecimento da reperfusdo ocorre a restauragéo da oferta de energia
e a remocgao dos metabdlitos téxicos. No entanto, a propria reperfusdo também gera
graves consequéncias metabdlicas e maior lesdo tecidual que a causada pela

isquemia®2.

A reperfusdo acarreta efeitos metabdlicos sistémicos em razdo do retorno de

sangue com pH &cido e rico em potassio para a circulagao sistémica®?.

A morte celular programada, ou apoptose, € um evento celular fisiolégico destinado

a controlar o turnover celular e a hemostasia celular®®.

O aumento da morte celular por apoptose em condicbes como isquemia e

reperfusdo pode contribuir para o desenvolvimento da faléncia do 6rgao®®.

A apoptose inicia-se pela ativacdo de uma cascata de proteinas intracelulares
caspases, e pode ser inibida por proteinas da familia Bcl-2. Existe um consenso
geral de que as mitocéndrias estejam envolvidas na apoptose através do aumento
da permeabilidade de suas membranas, um processo descrito como transigéo de

permeabilidade6-65.

O aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial interna pode ocorrer pela
formacao de poros nao especificos, denominados megachannels, no local de

contato entre a membrana mitocondrial interna e externa. Acredita-se que estes
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megachannels sao formados pela interacdo do translocador do nucleotideo
adenina, do canal de anions dependentes de voltagem, bem como por outras

proteinas, tais como os membros da familia Bcl-216.

Com a abertura dos poros, a agua e pequenas moléculas passam pela membrana,
0 que pode resultar em inchagco da matriz e ruptura da membrana mitocondrial

externa®s.

O resultado final € a liberagdo de fatores ativadores como o fator indugcédo de
apoptose, o citocromo ¢ e o0 anticorpo policlonal, que normalmente sdo mantidos no

espaco inter-membranas da mitocondria®s-66,

Uma vez liberadas no citosol, estas proteinas induzem a apoptose por contribuir
para a ativagdo de caspases (no caso de citocromo ¢) ou em uma via independente

de caspases®5-66.

Durante a isquemia e reperfusédo ocorre a transigéo de permeabilidade mitocondrial,
provocada por condi¢cdes tais como a maior producdo de ROS, esgotamento do
sistema de antioxidantes, alteracdo das taxas de nucleotideo piridina, oscilagao da
concentragdo de ions Ca®* e aumento de fosfato inorganico na matriz

mitocdndria®°:6e,

Estes agravantes ainda n&o solucionados aumentam a quantidade de pesquisas
relacionadas a isquemia e reperfusdo hepatica, através da isquemia por curto ou
longo periodo, e todas tém demonstrado sérias complicagées causadas por lesdes

secundarias a isquemia e reperfusio'®27.30.67-73,



O mapeamento das mitocéndrias vem sendo estudado desde 196173, sendo que os
estudos das mitocéndrias e suas lesbes vem sendo estudado, nas ultimas décadas,
através de mitocéndrias isoladas ou diretamente em bidpsias, avaliando a
respiragao mitocondrial e sua cadeia transportadora de elétrons em diversos 6rgaos

como: figado, coracédo, musculo esquelético, rins e cérebro®’.74-81,

A avaliagdo das mitocdndrias, diretamente no tecido hepatico, é importante por
evitar possiveis danos na estrutura mitocondrial, como o rompimento da rede
tridimensional ou estrutural, o qual pode inibir a atividade das fun¢des vitais ou
produzir danos a sua estrutura — como a rede tubular irregular — induzido pela
homogeneizacdo mecanica, perda de proteinas soluveis e de outras moléculas da
matriz mitocondrial, além de degradacéo de proteinas da matriz mitocondrial pela

acao insidiosa de isolamento, presentes no tamp&o?*6:58.59,

Com o uso de um oxigrafo de grande resolucdo de respirometria é possivel a
avaliacdo, sem causar possiveis lesdes por efeitos mecanicos, ou quimicos, das

estruturas mitocondriais®859.82-84

A fosforilacdo oxidativa é uma via metabdlica que utiliza a energia liberada de
reacdes de oxidagdo-reducao que ocorrem na membrana interna da mitocéndria,

fosforilando o ADP em ATP1857,

O complexo | € a primeira proteina da CTE, ocorrendo a reducdo da coenzima
ubiquinona, gerando um gradiente de prétons que transfere prétons da matriz

mitocondrial para o espago intermembranar’®.



O complexo lll, estado ativado, reduz a coenzima ubiquinona a ubiquinol no lado
interno da membrana mitocondrial e oxida a ubiquinona na regido intermembranar,
contribuindo para o gradiente de protons, representando a capacidade de
fosforilagdo mitocondrial e, consequente producao de energia (fosforilagdo do ADP

em ATP)'8,

Ja no complexo IV, estado basal, ocorre a reacao final da CTE, oxidando o
citocromo c e transferindo elétrons para o oxigénio, transportando protons da matriz
mitocondrial para o espago intermembranar, contribuindo com o gradiente de
prétons, responsavel pela geracdo e manutencdo do potencial de membrana
mitocondrial, o qual estd relacionado com a integridade da membrana

mitocondrial .

O aumento da TPM pode gerar a disfungao mitocondrial, observada através da
inibicdo da respiracdo mitocondrial nos complexos I, lll e IV na cadeia respiratéria.
E pode, também, propiciar a diminuicao da razao do controle repiratério (RCR), que
€ a razao entre (0 estado estimulado Il pelo estado de repouso V), medido em

mitocOndrias isoladas e diretamente em bidpsias, apds periodos variados de

|/R1 8,27,44-46,57,67,81,85-91

Estudos da avaliagdo da respiragdao mitocondrial demonstram que o complexo Il da
CTE, quando estimulado por ADP, aumenta a velocidade do consumo de

oxigénio18:57.67.81,

A utilizacdo de oligomicina leva a respiragdo mitocondrial ao estado de repouso

(basal); estudos com potencial de membrana, em grupos isquémicos e controle,
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mostram que em periodos inferiores a uma hora de isquemia n&o ocorrem
alteragdes de seus valores no transporte de elétrons pela CTE, e mantém valores
constantes na velocidade do consumo de oxigénio em relacdo a grupos nao

isquémicos'®5.

O carbonylcyanide p-trifluormetoxifenilidrazona (FCCP), é um desacloplador da
fosforilacdo oxidativa mitocondrial, interrompendo a sintese de ATP por transportar
prétons através da membrana mitocondrial interna, despolarizando o potencial de
membrana mitocondrial®’, estudo demonstra inibicdo da respiracdo com diminuigéo

na velocidade de consumo de oxigénio, quando estimulado com FCCP%’.

A I/R leva a uma inibi¢cdo da produgéo de energia mitocondrial, e reduz a velocidade

do consumo de oxigénio do estado estimulado 86781,

Estudos da avaliagdo da respiracdo mitocondrial demonstram que apés a I/R
prolongada ocorre a redugdo do estado Ill e diminuicdo do RCR®7:8!; assim, foi
relatado que I/R parcial de 40 minutos levou a diminuicdo da RCR em andlise de
mitocondria isolada®. Ainda ndo se tem, na literatura, estudo utilizando um oxigrafo
de grande resolucdo de respirometria, avaliando a respiragdo diretamente em
bidpsias de figado, apds I/R intermitente de 40 minutos do pediculo hepatico em

ratos Wistar.

Diferentes tipos de células estao presentes no figado, tais como: os hepatocitos, as
células de Kupffer, as células endoteliais sinusoidais e as células dos ductos
biliares, sendo estas suscetiveis a diferentes tipos de lesdes induzidas pela

isquemia e reperfusdo, durante as cirurgias hepaticas'®®’.
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Na isquemia normotérmica pode ocorrer vacuolizagdo citoplasmatica, congestéo
sinusoidal e, dependendo do tempo de isquemia, focos de necrose e infiltracao

gordurosa®’93,

Ja isquemia hipotérmica pode apresentar edema celular e ruptura das células

sinusoidais, mesmo com a morfologia hepatocelular aparentemente normal867.94,

No figado, a lesdo de isquemia e reperfusdo pode ser causada por choque
hemorragico, resseccao de grandes tumores, sepse tardia em cirurgias de grandes

traumas e transplante hepatico?’.

No entanto, ha que se considerar muitas estratégias para tentar diminuir as lesdes
secundarias a este procedimento, incluindo manobras cirdrgicas com
clampeamento continuo ou intercalado; pré-condicionamento com tempos menores
de isquemia e reperfusao antes de periodos maiores de ocluséo; drogas protetoras;
clampeamento total ou parcial; aplicacdo de laser; estratégias estas sempre com o

propdsito de melhorar a qualidade de sobrevida do doente!219:27,30,62,67-73,95-98

O clampeamento intermitente do pediculo hepatico € uma das opg¢des cirdrgicas
usada na rotina dos cirurgidées em interven¢cdées com longa duracdo, em que se
intercalam periodos de isquemia com reperfusdo, evitando um tempo longo de

hipdxia ao 6rgao®%-101,

No estudo, ao se comparar a lesdo hepatocelular em ratos, ocasionada pelo
emprego do pré-condicionamento isquémico e de duas outras modalidades de

clampeamento da triade portal como o clampeamento continuo e o intermitente,
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demonstrou-se que o pré-condicionamento se compara ao clampeamento
intermitente e provoca menos lesdo hepatica quando comparado ao clampeamento

continuo'92,

Algumas pesquisas demonstram resultados negativos da prote¢ao do 6érgao durante
a manobra de Pringle intermitente®103.104 Estudo feito com pds-operatério de seis
horas, onde o clampeamento do pediculo hepatico foi de 30 minutos em um dos
grupos, e no outro, de tempos intercalados de 15 minutos®, os autores relataram
que nao obtiveram resultados de sobrevida dos animais, apds seis horas de
observagdo com o modelo experimental de I/R hepatica normotérmica, utilizando a

manobra de Pringle; assim, concluiram que o modelo foi invidvel para ratos®.

Outra técnica € o pré-condiconamento, em que se inicia com uma isquemia e
reperfusdo mais curta, em relacdo ao proximo tempo de isquemia mais

prolongado’®2.

O papel do pré-condicionamento isquémico, como protetor hepatico nas oclusées
vasculares, tem levado a grandes debates sobre o seu efeito na isquemia e

reperfusdo por longo periodo?’-62:67-70.95-97,

Ambas as técnicas surgiram com o proposito de diminuirem o grau de lesdes

hepaticas em periodos comparaveis a técnica de clampeamento continuo.

No entanto, em estudos clinicos vém sendo demonstrado que para cirurgias

prolongadas, ou doencas hepaticas graves, a isquemia e reperfusao intermitente
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vem se mostrando mais eficiente, reduzindo a perda de sangue e lesdes hepaticas

pos-cirdrgicas, em comparagdo a técnica continua2®29.105,

Entretanto, estes achados sdo muito discutidos, pois também foi demonstrado que
a relacéo entre as técnicas intermitente e continua se mostram semelhantes, apos
longos periodos de I/R%:196.197 ' levando-se em conta o tempo de duragéo, a leséo

existente no 6rgdo, a presenca de esteatose e o tempo de reperfusdo’%8.109,

Como protetor hepatico, € importante avaliar, no tecido hepatico do rato, a isquemia

intermitente apds um longo periodo de isquemia.

Outra alternativa de estudo € a isquemia e reperfusdo parcial, na qual a isquemia é
realisada em diferentes lobos do figado, como o lobo direito, o mediano, ou o
esquerdo, na tentativa de evitar possiveis congestionamentos microvasculares do
intestino, apds isquemia e reperfusio hepatica’’®. Com esta técnica, o tempo de
isquemia pode ser ampliado em relagdo ao tempo de estudo do clampeamento total

do pediculo hepatico.

No entanto, a isquemia parcial vem demonstrando, em animais de pequeno porte,
que a lesdo pode culminar em apoptose, ou necrose, dependendo de outras

variaveis, tais como as concentracdes de ATP ou grau de hipdxia'!'-112,

Esta técnica deve ser analisada com cuidado, pois 0s mecanismos inerentes de
dano hepatico, derivado da exclusdo de massa hepatica, devem ser considerados,

ja que o mesmo medicamento pode agir como um antagonista do receptor da
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angiotensina Il, e pode mostrar efeitos diferentes em lesdo hepética, dependendo

das condigdes cirlirgicas''0.113.114,

Um procedimento que vem sendo investigado € a aplicagdo de baixo consumo de
energia de irradiagdo de laser, em que se avalia capacidade regenerativa de um
pequeno fragmento do figado, apds hepatectomia de 70% em ratos, cuja

regeneracéo pode ser de grande valia em situagdes clinicas criticas'®.

Fatores que sdo de extrema importancia para o sucesso de modelo experimental: o
desenvolvimento, a gravidade e a extensao das alteragbes — tanto morfoldgicas,
como funcionais — dependendo da espécie animal, do grau, da idade, do método,

do local e da duragdo empregada’0%113.114,

Animais de pequeno e médio porte tém suas vantagens e desvantagens nos
estudos, mas a escolha da espécie para o estudo depende do problema em questéao
e das diferencas nos modos de administracdo, dosagem, e uma degradagéao

metabdlica das drogas sob investigagao'16-118,

Os animais de meédio porte, como porcos, ovelhas e caes apresentam uma
similaridade em sua anatomia e fisiologia, em comparagdo aos seres

humanos; assim sendo, para um estudo clinico direto eles sdo os mais indicados°.

No entanto, seu uso é limitado por dificuldades logisticas, financeiras e, muitas
vezes, por questdes éticas. Além disso, o processamento de exames de sangue e
tecidos €& extremamente restrito por causa da disponibilidade limitada de

ferramentas imunolégicas para uso em grandes espécies animais''6-118,
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Ja os animais de pequeno porte, como camundongos e ratos, estes sao
extremamente Uteis porque sdo bem mais simples de gerir, ndo apresentam tantos
problemas de logisticas, financeiros ou éticos — como os de médio porte — e
também podem fornecer o potencial de altera¢cdes genéticas (por exemplo, animais

transgénicos e knockout).

Todavia, eles também apresentam desvantagens importantes, pois sua
aplicabilidade para estudos clinicos tem que ser analisada com cuidado, no
momento de comparar aos seres humanos, pois sua anatomia, fisiologia e

metabolismo apresentam diferengas’'6-118,

Ratos jovens apresentam diferencas significativas em relagdo a microcirculagéao de
ratos idosos. Um rato maduro € o mais adequado, porque os ratos mais jovens
podem apresentar problemas técnicos, enquanto que ratos mais velhos sdo mais

propensos a infecgdes respiratérias e acumulo de gordura'.

A escolha sexual também afeta os resultados experimentais, como os niveis de
horménios presentes em animais fémeas, 0 que certamente pode interferir na
tolerancia a isquemia do figado. Estudo apds isquemia hepatica normotérmica
mostrou que ratos machos foram menos sensiveis a lesdo de reperfusdo, em

relacdo as fémeas'?.

e

E necessaria esta extrapolacdo entre estudos biomédicos com animais de
experimentacao e a sua correlacao para os seres humanos, porém, com limitacoes,

ja que os obstaculos sao grandes e devem ser levados em conta diferencas em:

-16 -



hipotermia, tolerancia a isquemia, anatomia das diversas espécies e subespécies,

e as diferencas — entre e dentro — dos modelos experimentais utilizados.

Perante os dados apresentados, e as grandes controvérsias sobre os melhores
métodos de clampeamento hepatico, sentimos a necessidade de estudar as lesdes

de isquemia e reperfusao, buscando técnicas mais aprimoradas.
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OBJETIVO

e Comparar as alteragbes mitocondriais hepaticas, apds clampeamento total
intermitente versus o clampeamento continuo do pediculo hepatico por

periodo de 40 minutos em ratos Wistar.
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Abstract

Although the intermittent Pringle maneuver is utilized for major transplant surgery,
traumas and hepatic protection, long ischemia time and reperfusion may limit some

protection in Wistar rats.

Aim: Evaluate the protection effects of intermittent clamping in the total hepatic

pedicle after a long period of ischemia and reperfusion in Wistar rats.

Method: Forty-two male Wistar rats, weighing + 327,79, anesthetized with sodium
thiopental (iv) and subjected to a U-shaped incision in the abdomen. The total
hepatic pedicle was isolated and subjected to a clamping with a microvascular
clamp. Continuous Group (CG, n=14, 40 minutes of ischemia/40 minutes of
reperfusion). Intermittent Group (IG, n=14, 4 cycles a 10 minute
ischemia/reperfusion 10 minutes). Sham Group (SG, n=14, 80 minute observation
time). Blood collection for transaminase dosage was carried out and as well as

hepatic biopsies for mitochondrial respiration and histological evaluation.

Results: In groups CG and IG, AST and ALT enzymes were elevated in comparison
to group SG (p<0,008); mitochondrias when stimulated by ADP or FCCP had a
significant decrease in mitochondrial respiration (p<0.05), and the respiratory control
ratio (RCR) in the ischemic groups was lower (p<0.03) when compared to the SG.
In histology GC had 100%lesions: 33% focal hemorrhagic necrosis, 17% sinuzoidal
congestion and/or vacuolization and 50% venous congestion; in Gl had 100%
lesions: 43% sinusoidal congestion and/or vacuolization and 57% venous

congestion.
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Conclusion: The intermittent total hepatic pedicle clamping for a long time in the

Wistar rats had not efficacy to liver protection injury.

Keywords: ischemia, reperfusion injury, mitochondrial ADP, oxygen consumption

Introduction

The interruption of the afferent liver blood flow is necessary for the control of bleeding

in liver transplants and traumas 2.

In organisms submitted to hepatic ischemia followed by reperfusion can occurs
ischemia-reperfusion injuries®®. These injuries involve a complex cascade of events
that includes the energy loss, the imbalance of ionic homeostasisthe production of
reactive oxygen species (ROS) and cellular death?®?. In this context, the mitochondria
plays a critical role once passes through major changes that may contribute to the

injury of the organ during the phenomenon of ischemia-reperfusion®.

The intermittent clamping of the hepatic pedicle is one of the surgical options used
in the routine of surgeons in interventions with long term*. It is important evaluate
the hepatic rat tissue through intermittent long ischemia period such as hepatic
protector. Some research has shown that severe liver injury are identified in

postoperative period even in short-time of hepatic pedicle rats clamping’.

In the present study, we used the total hepatic ischemia in rats aiming at to compare

the hepatic cell injury through two types of portal triad clamping.
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Material and Methods

This research was approved by the Ethics Committee on Animal Use (CEUA - 1646-
1).

The surgeries were performed at the Laboratory of Unit of Liver Transplantation, the
mitochondrial tests at the Laboratory of Bioenergetics, the histological analysis at
the Laboratory of Pathology at the Experimental Medicine and Surgery (NMCE), and

Pathology and Clinical Pathology Department — Unicamp.

In this study forty-two male Wistar rats (Rattus norvegicus allbinus, rodent,
mammalia) weighting 327.7 £ 100.0g were included. The animals were provided by

CEMIB (Surgery Vivarium-Unicamp).

The forty-two animals were randomly divided into three groups. After anesthetic
procedure, trichotomy incision in a U shape’ were carried out. Isolation of the hepatic
pedicle (hepatic artery, portal vein and bile duct) with flexible cotton buds was done

and we began the intervention in each group.

In the sham group (SG) the animals were subjected to a total period of 80 minutes
of observation, equivalent to the period of ischemia/reperfusion in the other groups.
In the continuous group (CG) clamping was continuous for 40 minutes of ischemia
followed 40 minutes of reperfusion. In the intermittent group (IG) clamping was
carried out in four cycles of 10 minutes of ischemia followed by 10 minutes of

reperfusion.
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After 40 minutes 1.0 ml of saline solution 0.9% in the peritoneum was applied. In the
CG and IG the abdominal wall was maintained closed with three vascular clamps

during ischemia period.

After the operative procedure, hepatic biopsies for mitochondrial respiration and
histological evaluation were collected. Blood collection for aminotransferase serum
levels was done. At the end of each experiment the animals were sacrificed by

exsanguination under anesthesia.

The left lobe biopsy was put on 5,0 ml of preservation solution containing (2,77 mM
CaK2EGTA, K2EGTA 7,23 mM, 6,65 mM MgCl2.6H20, 15 mM creatineNa2Pospho,
20 mM imidazole, 0,5 mM of Dithiothreitol (DDT) and 50 mM MES) at 1,0 L with pH
7,1in a beaker and kept in a cooler at 4 °C with crushed ice to mitochondrial analysis.
A respirometry Oroborus (Innsbruck, Austria) and a magnetic stirrer with regular

temperature at 37 °C were used to measure the oxygen consumption.

Two randomly samples were collected with an average weight of 4,0 and 6,0 mg and
inserted into the apparatus tubs with 2,1 ml of MIRO5 reaction (0,5 MM EGTA, 3 mM
MgCl2.6H20, 60 mM K-lactobionate, 20 mM Taurine, 10 mM KH2PO4, 20 mM
HEPES, 110 mM Sucrose and 1 g/L of BSA) with pH 7,2. Then mitochondrial
respiratory activity was analyzed by sequential addition of 20 pL of pyruvate, 20 yL
of malate, 20 pL of 42 mM ADP, 2 uL of a solution of 1 mg/ml of oligomycin, 0,8 pL
of 1 mM solution of carbonylcyanide p-trifluoromethoxyphenylhydrazone (FCCP).

The data were determined using the specific software of the apparatus®°.
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Middle lobe liver biopsy were placed in a solution of 10% formalin for a maximum
time of 24 hours. After this period it was placed in 70% ethanol, and dehydrated with
alcohol and xylol battery and then embedded in paraffin and stained with

hematoxylin x eosin (H&E) and Masson Trichrome''.

Blood samples were collected (3,0 ml) by abdominal aorta catheterization for
dosages of aspartate aminotransferase (AST; in IU/L), and alanine aminotransferase
(ALT, in IU/L) which were performed by kinetic enzymatic method with automated
equipment (MODULAR P800 EVO Hitachi high, Technologies Corporation, Tokyo,

Japan)'.

Statistical analyzes were performed using one-way ANOVA, Tukey test and t-
Student test for comparison of means and descriptive frequency analysis for ordinal
variables and the nonparametric Mann-Whitney test for continuous variables. The
level of significance was 5%. SigmaStat program version 3,5 was used (Systat

Software, Chicago, IL, EUA).

Results

All animals survived until the end of the experiment. In IG and CG mitochondrial
respiration was inhibited in comparison to SG. There was a reduction in respiratory
control ratio ADP/oligomycin and FCCP/oligomycin in ischemic groups when

compared to the SG (p<0.05) (Figure 1).
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In groups CG and IG, 100% of the animals showed histopathological disorders
(Figure 2) as in GC: 33% focal hemorrhagic necrosis, 17% sinusoidal congestion
and/or vacuolization and 50% of venous congestion branch; in IG: 43% sinusoidal

congestion and/or vacuolization, 57% of venous congestion branch (Figure 2).

We observed a marked increase (p <0.008) in transaminase in the ischemic groups

(IG and CG) when compared to SG (Table 1).

Discussion

The role of ischemic preconditioning as liver protector in vascular occlusions has led

to major debates about its effect on ischemia and reperfusion for long period %15,

In the present study, we adopted two modalities of clamping of the hepatic pedicle
in Wistar rats, aiming at to evaluate the protective factor in a long period of ischemia

and reperfusion.

Many authors report that reperfusion injury is directly associated with mitochondrial

dysfunction and increased ROS'6"7, its exact mechanisms are not fully known.

We seeked to carry out evaluations of mitochondrial respiration directly in hepatic
biopsies, thus avoiding possible damages to its structure as the irregular tubular
network induced by mechanical homogenization; loss of soluble proteins and of
other molecules from the mitochondrial matrix and degradation of mitochondrial
matrix proteins by the insidious action of isolation present in the buffer in which can

inhibit the activity of the vital functions®'°.
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In our study mitochondrial respiration demonstrated a significant decrease in the
ischemic animals, both in intermittent clamping and continuous clamping with
inhibition of the respiratory state Il (capacity of mitochondrial oxidative

phosphorylation).

Regarding respiratory status IV, the groups of ischemic animals and control animals

were similar as described in studies using isolated mitochondria®'".

Respiratory control was similar between ischemic animals and lower when
compared to control animals. This reduction was 17% and 21%, respectively, in
intermittent and continuous groups. Research using mitochondria isolated from rats

also reported lower respiratory control'®.

Some authors have demonstrated in models of ischemia and reperfusion performed
in partial small pets that injury may culminate in apoptosis or necrosis, depending on
other variables such as the concentrations of ATP or degree of hypoxia, emphasizing
that the intermittent method, when compared to the continuous method,

demonstrates a marked improvement'!-16,

In the GC, the lesions were more severe with the presence of venous congestion,
sinusoidal congestion, vacuolization and focal hemorrhagic necrosis. However, in
the 1G the great injuries were intense venous and sinusoidal congestion and
vacuolization. This occurred due to the long ischemia period in this study, although
some authors had reported an improvement when the intermitent clamping was used

in short-time'8.
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Aminotransferases (AST and ALT) are good markers of hepatic injury and ischemia
widely used in clinical practice for patients accompaniments, pointing out changes
in plasma membrane permeability, and their high levels depends the time of

reperfusion’! 1518,

Our results showed that the ischemic groups had a significant elevated levels of AST
and ALT compared to control group after reperfusion. However when contrasted with

ischemic groups this difference and protection has not corroborated.

Conclusion

We concluded that intermittent clamping of total hepatic pedicle in Wistar rats by

long time had not efficacy in protecting liver injury in comparison to the continuous

group.
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Table 1: Tests of the liver profile and histological changes observed in the Sham
group (SG) in the continuous group (CG) and the intermittent group (I1G).

56 G G P
Laboratory tests

AST (1U/L) 12923 +38,82 223320 +21624 131630 +1193,18 <.003
ALT (IU/L) 3480 21558 172640 +617,25 114340 61725 <.008

Histologic aspects
Congestion venous branch Absent 50% 57% <.05
Sinuzoidal congestion and/or vacuolization Absent 17% 43%, < .05
Focal hemaorrhagic necrosis Ahsent 33% Absent <.05

Abbreviations: AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase.
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Figure 1: A - Ischemic groups both IG how much CG promoted inhibition of mitochondrial
respiration in the biopsies stimulated by ADP or FCCP in relation to the SG, p <0.05.
Between IG and CG did not differ respiration. B - Respiratory control ratio
(ADP/oligomycin) was reduced in the ischemic groups in relation to the SG, p <0.03. C -
The ratio (FCCP/oligomycin) was reduced in the ischemic groups compared to the SG, p
<0.08. When comparing between the IG and CG did not show differences. Statistical
analysis: ANOVA Test ONE-WAY; (*) And (#) respectively p <0.05 and p <0.03; ADP =
adenosine diphosphate; FCCP = carbonylcyanide ptrifluoromethoxyphenylhydrazone.
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3

Figure 2. A - Liver parenchyma with preserved lobular structure. Note portal field
with habitual aspect and hepatocytes vacuolation associated with intense
sinusoidal congestion. (HE-400X), B - Severe sinusoidal congestion. (HE-500X)

and C - Diffuse sinusoidal congestion with focal area of hemorrhagic necrosis (HE-
640X).
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CONCLUSAO

As lesdes hepaticas e as alteragdes da respiracdo mitocondrial, ap6s longo tempo
de isquemia e reperfusdo, aconteceram independente do tipo de clampeamento
utilizado, sendo que o grupo intermitente ndo se mostrou efetivo em evitar estas

alteracgoes.
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Anexo 7 — Graficos de respiragdo mitocondrial em biopsia hepatica dos
grupos GCL, Gl e GC representado respectivamente A, B e C.
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