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RESUMO

Introducao: pesquisas relacionadas a isquemia e reperfusdo (I/R) hepaticas por
interrupgao rapida ou periodo maior da triade portal em ratos Wistar, tém demonstrado
sérias complicagoes'*. Objetivo: avaliar o efeito protetor do pré-condicionamento e
recuperacao de lesées hepaticas tardiamente, apds I/R em ratos Wistar, através da
respiracao mitocondrial, bioquimica e histologia do figado. Método: utilizados 48 ratos
Wistar machos, peso médio 307 + 449, oito semanas, divididos em dois estudos. Para
variaveis ordinais foi realizada analise descritiva, o teste nao paramétrico de Mann-
Whitney para as variaveis continuas e o teste de Kruskal-Wallis para comparar duas
ou mais amostras, com significancia de p<5%. No primeiro estudo foram divididos em
dois grupos: Pré-Condicionamento (GPC n=10), o pediculo hepatico foi isolado e
submetido ao clampeamento por (10 minutos de isquemia e 10 minutos de reperfusao,
seguidos por 30 minutos de isquemia e 30 minutos de reperfusao), apos este tempo
coleta de exames e bidpsias. No Grupo Operacédo Simulada (GOS n=10), submetidos
a manipulacdo do pediculo hepatico em tempos equivalentes ao periodo de I/R do
grupo isquémico, com excecao do clampeamento. No segundo estudo foram divididos
em quatro grupos: grupo imediato (Gl), grupo operacdo simulada imediato (GOSI),
grupo tardio (GT) e grupo operacéo simulada tardio (GOST). Nos grupos isquémicos
(Gl e GT) com nove animais em cada grupo, o pediculo hepatico foi isolado e
submetido ao clampeamento por 20 minutos, seguido de 20 minutos de reperfusao.
Nos grupos controles (GOSI e GOST) cinco animais em cada grupo, submetidos a
manipulagcédo do pediculo hepatico equivalente ao periodo de I/R nos demais grupos,
com excegdao do clampeamento. Nos grupos imediatos (Gl GOSI), apdés o
procedimento cirurgico foi realizada a coleta de exames e bidpsias. Os animais dos

grupos tardios (GT e GOST), apos estes tempos de I/R, foi realizado o fechamento da



parede abdominal em plano Unico, continuo, com fio de algodao 3-0. No 28° dia de
pos-operatorio, os animais foram anestesiados e reabertos para coleta de exames e
biopsias. Resultados: no primeiro estudo as mitocondrias do GPC apresentaram
semelhangas ao GOS, quando estimulada com adi¢cao da adenosina difosfato (ADP)
e carbonylcyanide p-trifluormetoxifenilidrazona (FCCP). Na razdo do controle
respiratério (RCR) e o estado de repouso os grupos GPC e GOS foram semelhantes.
O GPC apresentou AST/ALT elevadas (p<0.03), 60% de congestao sinusoidal e
congestdo venosa na anadlise histoldégica quando comparada ao GOS. No segundo
estudo as mitocondrias dos grupos isquémicos quando estimulada por ADP ou FCCP,
tiveram diminuigéo significativa da respiragéo (p<0.001), a RCR no grupo Gl (p<0.02)
quando comparado ao GOSI, a RCR do GT quando comparado ao GOST n&o houve
diferenca significativa. Na histologia apresentaram: dilatacao sinusoidal de 55,55% no
Gl e 66,66% no GT, balonizagao 77,77% no Gl e 55,55% no GT, necrose focal 11,11%
nos grupos Gl e GT. Conclusao: concluimos que o pré-condicionamento apresentou
efeito protetor da respiracao mitocondrial com leve disturbio bioquimico e histoldgico
de imediato e que ha viabilidade de recuperacdes de lesdes hepaticas por I/R em ratos

Wistar tardiamente.

Palavra chave: isquemia, reperfusao, constricdo, mitocondria, rato Wistar.



ABSTRACT

Introduction: Research related to hepatic ischemia and reperfusion (I/R) due to rapid
interruption or longer period of portal triad in Wistar rats has shown serious
complications'“. Objective: To evaluate the protective effect of preconditioning and
late liver injury recovery after I/R in Wistar rats through mitochondrial respiration,
biochemistry and liver histology. Method: 48 male Wistar rats, mean weight 307 + 44q,
eight weeks old, were divided in two studies. Descriptive analysys was carried out for
ordinal variables, Mann-Whitney nonparametric test for continuous variables and
Kruskal-Wallis test to compare two or more samples, with significance of p<5%. In the
first study, the subjects were divided in two groups: Preconditioning (PCG n=10) and
In the Simulated Operation Group (SOG n=10). Int the PCG, the hepatic pedicle was
isolated and clamped for (10 minutes of ischemia and 10 minutes of reperfusion,
followed by 30 minutes of ischemia and 30 minutes of reperfusion). Later, samples
were collection of exams and biopsies. In the SOG, subjects were submitted to
manipulation of the hepatic pedicle at times equivalent to the I/R period of the ischemic
group, except for clamping. In the second study, the subjects were separated in four
groups: immediate group (11G), immediate simulated operation group (ISG), late group
(LIG) and late simulated operation group (LSG). The ischemic groups (IIG and LIG)
possessed nine animals in each group. The hepatic pedicle was isolated and clamped
for 20 minutes, followed by 20 minutes of reperfusion. In the control groups (ISG and
LSG) five animals in each group, submitted to manipulation of the hepatic pedicle
equivalent to the I/R period in the other groups, except for clamping. In the immediate
groups (lIG, I1SG), after the surgical procedure, exams and biopsies were collected.
The animals of the late groups (LIG, LSG), after these I/R times, the abdominal wall

was closed in a single plane, continuous, with 3-0 cotton thread. On the 28th



postoperative day, the animals were anesthetized and reopened for exams and biopsy
collection. Results: In the first study, PCG mitochondria showed similarities to SOG
when stimulated with the addition of adenosine diphosphate (ADP) and
carbonylcyanide p-trifluoromethoxyphenylidrazone (FCCP). Reason of respiratory
control (RCR) and resting state in the PCG and SOG groups were similar. The PCG
presented high AST/ALT (p<0.03), 60% sinusoidal congestion and venous congestion
on histological analysis when compared to SOG. In the second study, mitochondria of
the ischemic groups when stimulated by ADP or FCCP had significant decrease in
respiration (p<0.001), RCR in IIG group (p<0.02) when compared to ISG, the RCR of
LIG when compared to LSG there was no significant difference. In the histology
presented sinusoidal dilation was 55.55% in 1IG and 66.66% in LIG, ballooning 77.77%
in [IG and 55.55% in LIG, focal necrosis 11.11% in IlIG and LIG groups. Conclusion:
We concluded that preconditioning had a mitochondrial respiration protective effect
with mild biochemical and histological disturbance immediately and that there is

viability of liver injury recovery by I/R in belatedly Wistar rats.

Keywords: ischemia, reperfusion, constriction, mitochondria, Wistar rat.
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INTRODUCAO

Um dos tratamentos mais indicados para doentes com insuficiéncia hepatica
terminal e hepatite aguda grave é o transplante hepético, sendo que a sobrevida
destes doentes vem aumentando eficientemente nos ultimos anos devido aos avancgos
nas técnicas cirurgicas cada vez mais aprimoradas, a utilizagdo de equipamentos

cada vez mais sofisticados e a utilizacdo de drogas protetoras'~’.

A isquemia e reperfusao (I/R) sdo procedimentos muitas vezes necessarios
para o controle de hemorragias durante resseccbes, traumas e transplantes
hepaticos®'7. A isquemia é a diminuicdo ou suspensdo do fluxo sanguineo para
alguma éarea do organismo, podendo ser ocasionada por obstrucao arterial ou por
vasoconstricao®'”. A reperfusao € o retorno deste fluxo sanguineo para o local no qual

ocorreu a isquemia® .

O procedimento cirdrgico utilizado para a obtencdo de exclusdo do fluxo
sanguineo ao figado, como forma de prevencao e tratamento para a contencédo de
hemorragias hepaticas, nas resseccoes hepaticas e nos transplantes de figados é a
manobra de Pringle, na qual é realizada a oclusédo continua e concomitantemente da

artéria hepatica, da veia porta e das vias biliares'#6.17-21,

Esta interrupcéo da irrigacdo sanguinea ao figado, durante procedimentos
cirurgicos com a finalidade de evitar sangramentos, demonstram diversos danos ao
orgao; perante isso foram desenvolvidas outras técnicas cirirgicas afim de se
minimizar os danos e suas consequéncias a curto e longo prazo, como o

clampeamento intermitente e o pré-condicionamento-4.
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Nas intervengdes de longa duragéo, o clampeamento intermitente do pediculo
hepatico € uma das opgdes cirurgicas utilizadas, em que se intercalam periodos de
isquemia seguido de reperfusao repetidas vezes, evitando-se um periodo longo de

hipdxia ao 6rgao?>28,

O pré-condiconamento isquémico, tem levado a grandes discussdes sobre o
seu efeito protetor, onde se inicia a oclusao da triade portal com curtos periodos de

I/R, seguido por um tempo prolongado de I/R429-36,

Existem duas técnicas cirurgicas de I/R do pediculo hepatico, tanto a

intermitente quanto a de pré-condicionamento que foram desenvolvidas com a

Q-

finalidade de reduzirem o grau de lesdes hepaticas em periodos comparaveis

técnica de clampeamento continuo'-422-36,

As lesGes de I/R hepaticas sdo demonstradas através de estudos apds a
oclusao seguida de revascularizacao hepatica; esta interrupcao rapida ou por periodo
prolongado do pediculo hepatico, tem demonstrado varias complicacoes,
prejudicando a regeneracao hepatocelular, sendo ainda um dos principais obstaculos,
ocasionando disfuncdo hepatica, morbidade e mortalidade operatérias durante

ressecgoes hepéticas, assim como no transplante de figado'-5818-21,27.28,32-45

Entretanto a lesdo de I/R é um fendmeno complexo e nédo esta totalmente
explicado, envolvendo uma complexa cascata de eventos em que se englobam: as
alteracdes enzimaticas, a perda de energia, o desequilibrio da hemostasia i6nica, a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), o comprometimento da funcao
mitocondrial, a oclusdo de microvasos e a morte celular!-5839-56,

-20-



A lesao de I/R pode ser secundarias a: isquemia fria (hipotérmica) e isquemia
quente (normotérmica). A primeira ocorre durante 0 armazenamento e preservagao
do érgao para transplantes, jA a segunda tem grande relevancia para cirurgias
hepaticas'-3581", Em ambos os processos sdo produzidos ERO, sendo que na
isquemia normotérmica essa lesdo de I/R € considerada mais prejudicial ao
metabolismo e as vias moleculares, pois na isquemia hipotérmica o metabolismo e o

consumo de adenosina trifosfato (ATP) sdo significativamente menores 35811,

As lesdes de I/R também podem ser analizadas de duas formas distintas: a
fase inicial e a fase tardia’-'"-'3. Na fase inicial em que ocorre até duas horas apds a
reperfusdo, corresponde a resposta das células de Kupffer, pelo estresse oxidativo
liberado por citocinas proé-inflamatérias, mediante a privacdo de nutrientes e de
oxigénio ao 6rgao’'"-13, Na fase tardia, em que ocorre lesdes causadas entre 6 a 48
horas apds a reperfusdo do 6rgao, ocorre uma resposta inflamatéria mediada pelo

recrutamento de neutréfilo associado ao dano durante a liberagdo da ERO" 113,

Atualmente se conhece os efeitos causados durante a I/R do figado nestas
duas fases; inicial e tardia, mas pouco se conhece sobre os seus efeitos apds um pos-
operatério prolongado, visando as possiveis recuperagdes celulares e a permanéncia

destes danos, sendo importante para qualidade de vida dos doentes.

Estas lesdes podem ser detectadas através das dosagens das enzimas

séricas, da respiragdo mitocondrial e da histologia do figado?7,28:33,34.51.57-61

A andlise das lesdes de I/R sao detectadas através das enzimas séricas
liberadas apds o rompimento celular hepatico, passando para o sistema circulatério,

fornecendo informacdes clinicas da extensdao, magnitude e curso (aguda ou crbnica)
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da lesdo; sao consideradas marcadores sensiveis de dano hepatocelular e
observadas antes ou logo apds o procedimento cirargico, estando diretamente
correlacionada com o tempo de hipdxia sofrida pelo érgdo e da reperfusdo do

parénquima remanescente®’-59.62-66,

As transaminases aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT), em elevadas concentragdes, sdo marcadores de lesdes do
figado e frequentemente utilizadas na pratica clinica para as avaliagdes dos doentes

e nas alteragdes da permeabilidade da membrana plasmatica3457-5,

A AST é uma enzima que pode ser encontrada tanto no figado, como no
pancreas, nos rins, nos musculos esqueléticos e no miocardio, sendo que qualquer

dano celular nestes tecidos pode resultar na elevagéo de seus niveis séricos®”.

A ALT é mais utilizada para a avaliagao do figado, pois a elevacao dos niveis
séricos quando ocorrem danos hepaticos excedem a concentracdo do miocardio e de

outros 6rgaos; sua elevagao esta relacionada ao dano hepatocelular agudo®’-°.

Tanto o método de ocluséo vascular continuo, quanto intermitente acabam
elevando de forma intensa as concentracdes destas enzimas AST e ALT em estudos
experimentais, induzido por um efeito deletério mais acentuado?’-28:32.3349 " entretanto
estudos demonstram que o pré-condicionamento isquémico levam a um aumento de

forma mais moderada, minimizando os danos sofridos apdés I/R do 6rgao34-36:46.47.58

As mitocondrias sdo organelas responsaveis pela producao da maior parte da
energia celular, através do processo chamado de respiracao celular, que utiliza a

cadeia transportadora de elétrons (CTE), presente na membrana mitocondrial
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interna-32:39.40.4267-69  Dependendo do tipo de célula, ha variagdo do tamanho, da

forma, da quantidade e da distribuicdo das mitocondrias'3239:40.42.67-69,

Sendo assim, a atividade respiratéria mitocondrial e a geragdo de radicais
livres, sdo consideradas bons parametros para se avaliar a lesdo de I/R do figado; a
mitocdndria tem incumbéncia essencial, uma vez que passa por diversas

modificacées e podem contribuir para o dano do 6rgao durante o fendmeno de

|/R1 ,27,30,32,39,40-46,51,53,56,68

O periodo de andxia esta relacionado com a falta de energia ao érgao, levando
a um metabolismo anaerdbico ocasionando a reducdo da producdo de adenosina
trifosfato (ATP) pela CTE, levando ao aumento da produgdo de hipoxantina,
aumentando o influxo de calcio (Ca?*), lise das proteinas estruturais e das
membranas, aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial acarretando uma

alteracéo no sistema de fosforilagédo oxidativa'-67-69,

A deplecao de ATP por hipdxia e ha escassez de energia, ocorre falhas na
bomba de sédio (Na*) e potassio (K*), que esta localizada na membrana celular,
iniciando assim a entrada de sédio e agua, para o meio intracelular e a saida do
potassio, para o meio extracelular, deixando a célula mais turgida, podendo levar ao

edema intracelular, dependendo do tempo de hipoxia'-11-13:32,70-73

Neste contexto inicia-se a acidose intracelular em decorréncia da redugéo de
ATP que é provocada pela glicélise anaerdbica e consequente acumulo do &cido
lactico; essa reducao do pH intracelular inicial, em niveis moderados, atua como um

citoprotetor por inibir a agdo das hidrolases™ 7475,
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Com a intensificagdo do meio acido intracelular, esta funcao de citoprotecao
deixa de ser vantajosa e comeg¢a a atuar de forma antagdnica, desfavorecendo a
cinética normal das enzimas, privando a célula dos seus mecanismos normais para

manutencio da homeostasia celular’-32:39-42,

A reducéao da ATP esta diretamente relacionada com o periodo da isquemia,
mas um dos fatores essenciais da viabilidade da fungéo do figado é a velocidade com

que a reoxigenacao é restaurada durante a reperfusao?8277.78,

Com a restituicdo da reperfusdo ocorre consequéncias positivas ao érgao:
restabelecimento da oferta de energia e a remogédo dos metabdlitos toxicos32-3451.79.80,
Entretanto, podem ser provocados disturbios metabodlicos, acentuando as lesdes
teciduais, se o retorno de sangue for rico em potassio e com pH acido para a

circulagéo sistémica!-32:34.51.79.80,

A producédo da maior parte da ERO é uma consequéncia da passagem de
elétrons através da cadeia respiratéria®®84. Estes elétrons se combinam com o
oxigénio (O2) em passos intermediarios da CTE, principalmente nos complexos
respiratérios | e lll, promovendo a redugdo mono eletrénica do oxigénio, produzindo

assim, o radical superéxido (Oz -)79-84,

Estes radicais livres de oxigénio sdo extremamente reativos e citotoxicos,
podendo agravar as lesées secundarias a I/R, causando alteracdes sistémicas tanto
ao figado como aos rins, supra renal, pulmbes, pancreas, intestino e ao

A ERO produzidas na mitocondria acabam oxidando macromoléculas, tanto
na propria organela, como podem ser enviadas para outros sitios intracelulares, sendo
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que os primeiros alvos destes danos oxidativos sdo as proteinas presentes na

membrana mitocondrial interna87-92,

Nos complexos das CTE mitocondriais podem ocasionar alteragbes apos
isquemia, reduzindo a sua eficiéncia durante a produgdo do ATP e do sistema

antioxidante fisiol6gico®'-%2.

A transicdo de permeabilidade da membrana mitocondrial (TPMM) esta
relacionada com o periodo de I/R, desenvolvida por diversas condi¢des tais como: a
maior producdo de ERO, esgotamento do sistema de antioxidantes, alteracdo das
taxas de nucleotideo piridina, oscilagdo da concentragdo de ions Ca®* e aumento de
fosfato inorganico na matriz  mitocondrial’8287.94%5 A TPMM, torna-a
progressivamente permeavel a ions, a pequenas proteinas, ao suporte osmético e

prétons’:3287-95,

Com a elevagdao da TPMM se intensifica a disfuncdo da CTE, observada
através da diminuicdo da respiracdo mitocondrial nos complexos da cadeia
respiratéria, podendo também proporcionar a reducdo da razao do controle
respiratério (RCR), que € arazao entre (o estado estimulado Il pelo estado de repouso
IV), medido através das mitocdndrias isoladas ou diretamente em bidpsias, apds

diferentes periodos de I/R-3279-82,87,95-100

A via metabdlica na qual utiliza a energia liberada de rea¢des de oxirreducao
que ocorrem na CTE na membrana interna da mitocondria é a fosforilacdo oxidativa,
fosforilando o ADP em ATP'3287 Em estudos com respiragdo mitocondrial é
demonstrado que o complexo Il da CTE, quando estimulado por ADP, causa a

elevagdo da velocidade do consumo de oxigénio pelas mitocondrias?27:32:87.96,
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A utilizacdo de oligomicina traz a respiragdo mitocondrial ao estado de
repouso (basal), inibindo a ATPsintase, impedindo a passagem de prétons para dentro

da mitocondria?7-32.87,

Um desacoplador da fosforilagdo oxidativa mitocondrial, € o carbonylcyanide
p-trifluormetoxifenilidrazona (FCCP), suspendendo a sintese de ATP por transportar
protons através da membrana interna da mitocondria, despolarizando o potencial de
membrana mitocondrial?>”87; estudos demonstram inibicdo da respiragcdo mitocondrial,
apos I/R com uma inibicao da velocidade de consumo de oxigénio, quando estimulado

com FCCP27:87,

Nos ultimos anos a quantidade de estudos relacionadas a I/R do figado vem
aumentando, em que se realizam isquemia por curto ou longo periodo, e tém se

observado graves complicagdes causadas por lesbes secundarias a I/R*14.27:30.32-36.95

As lesdes mitocondriais e as lesbes apés I/R hepaticas vem sendo estudados,
nos Ultimos anos, utilizando o isolamento das mitocondrias ou diretamente em
bidpsias, avaliando a respiracdo mitocondrial e sua CTE em diversos 6rgaos como:

figado, miocéardio, musculo esquelético, rins e cérebro™.1427,29,32,96,101-108

A avaliacao mitocondrial, diretamente em bidpsias hepaticas, € importante por
que evita possiveis danos a estrutura mitocondrial como: o rompimento da rede
estrutural ou tridimensional, a degradacdo de moléculas e de proteinas sollveis
localizadas na matriz mitocondrial, 0 que pode levar a inibicdo da atividade das suas
fungdes vitais, induzidos pela homogeneizacdo mecénica e pela acao insidiosa do

tamp&o, durante o isolamento mitocondrial®108,
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E possivel realizar estas avaliagbes sem causar esses possiveis danos por
efeitos mecéanicos ou quimicos, nas estruturas mitocondriais, utilizando um oxigrafo
de grande resolugdo de respirometria, em que se mede a atividade mitocondrial

diretamente em bidpsias?”87,88.96,109-111,

Tipos diferentes de células estdo presentes no figado, tais como: as células
endoteliais sinusoidais, os hepatdcitos, as células de Kipffer e as células dos ductos
biliares, sendo estas mais sujeitas a diferentes tipos de prejuizos induzidas pela I/R,

durante as cirurgias hepaticas® 11232,

Durante isquemia normotérmica pode ocorrer vacuolizagdo citoplasmatica,
congestao sinusoidal e/ou venosa, balonizagdo e dependendo do tempo de isquemia,

focos de necrose e infiltragao gordurosa’-1.12.27.32,112,

Ja na isquemia hipotérmica pode ser encontrado edema celular e ruptura das
células sinusoidais, mesmo com a morfologia hepatocelular aparentemente

norma|1,11,32,113_

A restauragdo do fluxo sanguineo ao tecido hepatico isquémico esta
associada a disturbios circulatérios sistémicos, a elevacdo da permeabilidade
vascular, com o edema e desarranjo estrutural hepatocelular, a perda da viabilidade
do endotélio dos sinusoides, a ativacao das células de Kipffer e neutréfilos podendo,

na dependéncia da duragdo da isquemia, ocasionar a morte celular'32:33.114,

Disturbio da microcirculagdo como aderéncia de plaquetas e leucécitos,
mantém o processo isquémico, originando consequentemente uma redugao do fluxo
sanguineo e a manutencao do processo de oclusao, na qual pode levar a perda da
viabilidade do endotélio® 14115,
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A apoptose ou morte celular programada, é um evento celular fisiolégico
destinado a controlar o turnover celular e a hemostasia celular®'. Com o aumento da
morte celular devido a apoptose apos a I/R, pode se acarretar o desenvolvimento da

faléncia do 6rgéo’-1132:88,

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

independente de caspases’:1:94.95,

Com estas modificagdes segue-se autodlise secundaria a isquemia: 0 edema
dos lisossomos, a vacuolizagao do reticulo endoplasmatico, o0 vazamento de enzimas
e proteinas, e a descaracterizagdo da compartimentalizagédo celular’®”!. A integridade

das membranas ndo pode ser mantida, ocasionando assim a morte celular’®7.

Diante dos dados levantados e das divergéncias sobre os melhores métodos
de clampeamento do pediculo hepatico, sentimos a necessidade de estudar as lesdes
de I/R no figado, procurando técnicas mais aprimoradas, tempos mais adequados
para I/R total do pediculo hepatico com pré-condicionamento e avaliacbes de I/R

continuas de imediato e em periodos mais prolongados de pds-operatorio.

Até o presente ndo se tem, na literatura, estudo avaliando a atividade
mitocondrial diretamente em bidpsias de figado, de imediato e no pds-cirurgico tardio
(28 dias), apos curtos periodos de I/R total com clampeamento continuo de 20 minutos
e pré-condicionamento isquémico de imediato com (10 minutos de I/R, seguidos de
30 minutos de I/R), do pediculo hepatico em ratos Wistar, utilizando um oxigrafo de

grande resolugdo de respirometria.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

- Avaliar o efeito protetor do pré-condicionamento e recuperacao de lesdes
hepaticas tardiamente, apds I/R em ratos Wistar, através da respiracdo mitocondrial,

bioquimica e histologia do figado.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito do pré-condicionamento apds I/R hepética em ratos Wistar,

atraves da respiragdo mitocondrial, histologia do figado e perfil hepatico.

- Avaliar a atividade respiratéria mitocondrial e histologia do figado em rato

Wistar, apés manobra de Pringle em dois tempos de estudo: imediato e tardio.
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METODO

Trata-se de estudo de intervencao, cujos procedimentos foram realizados de
modo aleatério, no Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental (NMCE), da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas (FCM —
Unicamp). Foram realizadas as intervengdes cirurgicas no Laboratério de Transplante
Hepatico — FCM — Unicamp, os exames mitocondriais foram processados no
Laboratorio de Bioenergética — FCM — Unicamp do NMCE, a preparagéao das laminas
para a analise de histologia no Laboratorio de Anatomia Patolégica (LAP) do Hospital
de Clinicas (HC) Unicamp e os exames bioquimicos foram realizados no Laborat6rio

de Patologia Clinica (LPC) (HC-Unicamp).

O projeto foi dividido em dois artigos e aprovado pela Comissao de Etica no
Uso de Animais CEUA/UNICAMP, sob os numeros de protocolos: artigo-1 (3905-1) e

artigo-2 (3042-1).
ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Foram utilizados 48 ratos Wistar machos adultos, sadios, com peso médio de
307 * 449, com idade de oito semanas, da linhagem (Rattus novergicus albinus,
rodentia, mammalia). Estes foram fornecidos pelo CEMIB (Centro Multidisciplinar
para Investigacao Biologica - Unicamp) e mantidos no Biotério do NMCE, com maximo
de cinco animais em cada gaiola, em condi¢des ambientais controladas de
luminosidades e temperatura, em ciclos diurnos de luz, recebendo dieta padrao e agua

ad libitum até o final da pesquisa.
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ANESTESIA

Os animais foram divididos aleatoriamente entre os grupos de estudo, para a
intervencao cirdrgica os animais em condi¢des de normalidade, apos jejum de 8 horas.
Foram pesados e anestesiados com tiopental sdédico 25 mg/kg (Cristalia
Pharmaceutical Chemical Ltda, Campinas/SP, Brasil) intravenosa, pela veia caudal
com dispositivo para infusdo intravenosa estéril, 23 G e cloridrato de xylazina 30
mg/Kg (Rhobifarma Pharmaceutical Ltda, Hortolandia/SP, Brasil) intramuscular, no

musculo da por¢éo posterior das patas traseiras (musculo quadriceps).

TRICOTOMIA

Foi realizada tricotomia da parede abdominal anterior com tosquiadora Oster
Golden A 5-modelo 5-5-55J (Madison, WI, EUA) e antissepsia da pele da regido
abdominal com solugé&o polivinilpirrolidona iodada 10% (Johnson Wax Ltda, RJ,

Brasil).

PROCEDIMENTO CIRURGICO

No Laboratério de Transplante Hepatico Experimental — FCM — Unicamp, os
animais foram imobilizados em decubito dorsal em prancha cirdrgica apropriada. O
oxigénio foi administrado em fluxo continuo 2,0 L/min, fornecido em campanula
plastica semi-aberta favorecendo a respiracao durante todo experimento. Procedeu-

se a abertura do abddémen em “U”"28.
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ARTIGO - 1: Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos de

estudo.

No Grupo Pré-Condicionamento — (GPC) dez animais, o pediculo hepatico foi
isolado e submetido ao clampeamento com micro pinga vascular por (10 minutos de
isquemia e 10 minutos de reperfusdo, seguidos por 30 minutos de isquemia e 30
minutos de reperfuséo), apds este tempo de 80 minutos foi administrado 1,0 ml de

soro fisiolégico a 0,9% no peritbnio (uma Unica vez).

No Grupo Operagéo Simulada — (GOS) dez animais, foram submetidos a
manipulagéo do pediculo hepéatico em tempos equivalentes ao periodo de isquemia
e reperfusdo do grupo isquémico de 80 minutos, apds este tempo foi administrado

1,0 ml de soro fisioldgico a 0,9% no peritdbnio (uma unica vez).

20 ratos Wistar
GPC GOS
10 ratos Wistar 10 ratos Wistar
10 min., 10 min., 30 min., Isquemia 30 min., Reperfusio 80 min., ap6s manipulagao do pediculo hepatico
Isquemia Reperfusdo

Pré - Condicionamento

Figura 1: Fluxograma do primeiro estudo. Abreviaturas: GPC, Grupo Pré-Condicionamento;

GOS, Grupo Operacao Simulada; min, minuto.
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ARTIGO - 2: Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos de
estudo: grupo imediato — (Gl), grupo operacao simulada imediato — (GOSI), grupo

tardio — (GT) e grupo operagao simulada tardio — (GOST).

Nos grupos isquémicos (Gl e GT) com nove animais em cada grupo, O
pediculo hepatico foi isolado e submetido ao clampeamento com micro pinga vascular
por 20 minutos, apds este tempo a pinga foi removida e reperfusdo por 20 minutos,
apos 40 minutos de experimento foi administrado 1,0 ml de soro fisiologico a 0,9% no

peritdnio (uma unica vez).

Nos grupos controles (GOSI e GOST) com cinco animais em cada grupo,
foram submetidos a manipulacdo do pediculo hepatico e um periodo total de 40
minutos de observagdo, equivalente, ao periodo de I/R nos demais grupos, foi

administrado 1,0 ml de soro fisioldgico a 0,9% no peritdnio (uma unica vez).

Os animais dos grupos tardios (GT e GOST), apds estes tempos de isquemia
e reperfusdo foi realizado o fechamento da parede abdominal em plano Unico,
continuo, com fio de algodao 3-0, e os animais foram devolvidos as gaiolas. No 28°
dia de pos-operatério, apds jejum de 8 horas, os animais dos grupos GT e GOST

foram anestesiados, reabertos para coleta de exames.
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20 ratos Wistar

18 ratos Wistar 10 ratos Wistar
(Isquémicos) (Simulados)
Gl - nove ratos GT - nove ratos GOSI - cinco GOST - cinco
Wistar Wistar ratos Wistar ratos Wistar
B N I ] l ]
20 min,, 20 min,, 20 min,, 20 min.,, 40 min., apos manipulagap 40 min,, apos manipulagap
Isquemia  Reperfusdo Isquemia  Reperfuséo de pediculo hepatico de pediculo hepético
l ]~ Pos - operatorio l }, Pos -
Avaliados de Avaliados no 28° Avaliados de Avaliados no 28°
Imediatos dia de P.O. Imediatos dia de P.O.

Figura 2: Fluxograma do segundo estudo. Abreviaturas: Gl, Grupo Imediato; GT, Grupo

Tardio; GOSI, Grupo Operagédo Simulada Imediato; GOST, Grupo Operacao Simulada Tardio; min,

minuto; P.O., Pés-Operatorio.

COLETA DE EXAMES

Apé6s cada tempo de experimento foi realizado coleta de bidpsias hepaticas

aleatorias do lobo esquerdo para avaliagdo da respiracao mitocondrial, lobo médio

para avaliacédo histologica e coleta de = 3,0 ml de sangue, por cateterismo da aorta

abdominal com cateter intravenoso n® 22 protegido da luz com papel aluminio para

dosagens das transaminases. Em todos os grupos o sacrificio dos animais foi

realizado através de seccao cardiaca, estando os animais ainda anestesiados.
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AVALIACAO MITOCONDRIAL

Para a avaliagdo mitocondrial, foi retirado do lobo esquerdo uma biépsia
medindo de 2.0 x 1.0 x 2.0 cm, que foi colocado em 5ml de solugdo de conservacao
contendo (2,77 mM de CaK2EGTA, 7,23 mM de K2EGTA, 6,65 mM de MgCl2.6H20,
15 mM de NazPospho-creatine, 20 mM de Imidazole, 0,5 mM de Dithiothreitol (DDT)
e 50 mM de MES) em 1,0L com (pH 7,1), em um becker e mantida a 4°C em uma

caixa de isopor com gelo moido para analise mitocondrial.

Esta bidpsia foi processada no Laboratério de Bioenergética — FCM —
Unicamp do NMCE, onde foi utilizado um cortador automatico (CHOPPER) de

precisdo para que sejam feitos cortes homogéneos em micros pedacos.

Para medir o consumo de oxigénio das biopsias foi utilizado um oxigrafo de
grande resolucao de respirometria OROBOROSe (Innsbruck, Austria), com agitador

magnético e regular com temperatura 37°C.

Foram coletados aleatoriamente dois micros pedagcos com peso médio de 4,0
a 6,0 mg, e inseridos nas cubas do aparelho junto com 2,1 ml de solucéo de meio de
reacdo MIROS5 contendo (0,5mM de EGTA, 3mM de MgCl2.6H20, 60 mM de K-
lactobionate, 20 mM de Taurine, 10 mM de KH2PO4, 20 mM de HEPES, 110 mM de
Sucrose e 1 g/l de BSA) em 1,0L com (pH 7,2). Em seguida a atividade respiratéria
mitocondrial foi analisada por meio da adi¢ao sequencial de 20 uL de Piruvato, 20 uL
Malato, 20 uL de solugdo de 42 mM de ADP, 2 uL de solugdo de 1 mg/ml de
oligomicina, 0,8 uL de solucdo 1 mM de carbonylcyanide p-Trifluormetoxifenilidrazona

(FCCP) e os dados foram determinados usando o software especifico do aparelho.
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Figura 3: Grafico utilizando o softwer especifico do aparelho OROBOROS, durante a
avaliagao da respiragdo mitocondrial, com adigdo de ADP, oligomicina e FCCP, no grafico azul mostra
a diminuicao da concentracao de oxigénio em relagao ao tempo, sendo utilizado pelas biépsias dentro
da cuba, também podemos observer no grafico vermelho o fluxo por massa de oxigénio em relagéo ao
tempo, fornecendo a velocidade de respiragdo das bidpsias dentro da cuba. Abreviaturas: ADP,

adenosina difosfato; FCCP, carbonylcyanide p-Trifluormetoxifenilidrazona; Oz, oxigénio.

AVALIAGCAO HISTOLOGICA

A avaliacdo histologica, foi realizada no LAP-HC-Unicamp. A leitura das
laminas foi feita por um Unico patologista, em estudo cego. Foram retirados dois
fragmentos do lobo médio do figado de cada animal. Estes foram colocados em
solugéo de formol a 10% por tempo maximo de 24 horas. Apds este periodo, foi
colocado em alcool 70%, e desidratado em bateria de alcool e xilol e, em seguida,
incluidos em parafina e corados com Hematoxilina - Eosina (HE) e tricromo de
Masson. Foram avaliados buscando-se as seguintes alteragbes morfolégicas no
figado: congestdo venosa, congestdo e/ou dilatagdo sinusoidal, balonizagéao,

vacuolizagao citoplasmatica e necrose focal.
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AVALIACAO BIOQUIMICA

As amostras de sangue colhidas foram centrifugadas (Centrifuga Fanem-206-
R,SP,Brasil) a 2.500 rpm, durante 10 minutos, o soro foi separado em microtubos
Eppendorf, mantido em gelo e encaminhado para o Laboratério de Patologia Clinica
do Hospital de Clinicas da Unicamp (LPC-HC-Unicamp), para dosagens séricas:
aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotrasferase (ALT), em (U/L). Estas
foram realizadas por método enzimatico cinético com equipamento automatizado
(MODULAR P800 EVO Fabricante: Hitachi High - technologies Corporation — Tokyo;

Japéao).
ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizada analise descritiva de frequéncia para as variaveis ordinais, o teste
nao paramétrico de Mann-Whitney para as variaveis continuas e o teste de Kruskal-
Wallis para comparar duas ou mais amostras. O nivel de significancia foi de 5%. Usou-

se o0 programa Sigma Stat versao 3.5 (Systat Software, Chicago, IL, EUA).
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RESULTADOS

Nossos resultados sédo produtos decorrentes de nossas pesquisas, em que,

ja foram publicados e estdo sendo demonstrados em dois artigos.

Artigo - 1

Check for
updates

ELSEVIER

Ischemia With Preconditioning in Wistar Rats Maintains Mitochondrial
Respiration, Even With Mild Hepatocellular Disturbance

R.R. Tartaro”, G.L. Jorge”, A.H. Dianin®, C.A.F. Escanhoela”, and I.F.S.F. Boin®*

“Hepatic Surgical Laboratory, Nucleus of Medicine and Experimental Surgery, Faculty of Medical Sciences, State University of
Campinas, Campinas, Brazil; "Department of Pathological Anatomy, Hospital de Clinicas, State University of Campinas, Campinas,
Brazil; and “Unit of Liver Transplantation, Hospital de Clinicas, State University of Campinas, Campinas, Brazil

ABSTRACT

Introduction. In hepatectomy or liver transplantation, preconditioning is a procedure
indicated to protect the organ from ischemia-reperfusion injury (I-R).

Objective. Evaluate the effect of preconditioning after hepatic I-R in Wistar rats, through
mitochondrial respiration, liver histology, and profile.

Method. Twenty male Wistar rats, weighing on average 307.1 g, were anesthetized with
sodium thiopental (25 mg/kg) intravenously and xylazine hydrochloride (30 mg/kg) intra-
muscularly. The animals were divided into 2 groups: the preconditioning group (PCG),
which contained 10 animals, and the hepatic pedicle was isolated and submitted to
clamping with microvascular clamp (10 minutes of ischemia and 10 minutes of reperfusion,
followed by 30 minutes of ischemia and 30 minutes of reperfusion); and the simulated
operation group (SOG), which contained 10 animals submitted to manipulation of the
hepatic pedicle and observation for the same length of time, with blood collected for
transaminase dosage measurements, and liver biopsy for evaluation of mitochondrial
respiration and histologic liver analysis and after sacrificed under anesthesia. The project
was approved by the Ethics Committee on Animal Experimentation CEEA/UNICAMP
under protocol number 3905-1.

Result. The PCG mitochondria showed the same respiration level as the SOG, when
stimulated with the addition of adenosine diphosphate or carbonyl cyanide
p-trifluoromethoxyphenylhydrazone. In the respiratory control ratio and resting of velocity
of respiration the groups behaved in a similar way. The PCG presented high aspartate and
alanine transaminases (P < .03) and about 60% of sinusoidal congestion and venous
congestion in the histologic analysis when compared with SOG.

Conclusion. We found that ischemia with preconditioning in Wistar rats can lead to mild
histologic and biochemical dysfunction without leading to impairment of mitochondrial
respiration.

O control blood loss during surgery or hepatic trans-
plantation, portal triad occlusion is used [1]. Blocking

and unblocking resulting from hepatic ischemia and reper-
fusion (I-R) causes I-R lesion, which impairs liver regen-
eration, and is one of the main causes of morbidity and
mortality during hepatic surgery and transplantation [2-6].
An alternative to minimize these lesions from I-R is
ischemic preconditioning, in which a brief I-R period is applied
before prolonged ischemic blockade [3.5,7]. In hepatectomy or

0041-1345/18
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liver transplantation, ischemic preconditioning is a procedure
indicated as a protector of I-R lesions [2,3,7].

However, I-R injury is a complex phenomenon and has
not been clearly explained; it leads to increased production

*Address correspondence to llka de Fatima Santana Ferreira
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of reactive oxygen species and microvessel occlusion,
compromising the mitochondrial function that is responsible
for cellular bioenergetics (which can trigger cell death)
[2-13]. Thus the study of mitochondrial respiration
compared with enzymatic alterations and hepatic histology
to evaluate ischemic preconditioning in Wistar rats is of
great value.

METHODS

This intervention study’s procedures were performed in a random way
at the Nucleus of Experimental Medicine and Surgery (NMCE), at the
Faculty of Medical Sciences of the State University of Campinas (FCM
Unicamp). The surgical interventions were performed at the Labora-
tory of Experimental Liver Transplantation, FCM Unicamp. The
preparation of the blades for the histologic analysis was carried out in
the Laboratory of Pathological Anatomy, Unicamp, and the
biochemical tests were carried out at the Laboratory of Clinical
Pathology of the Hospital de Clinicas of Unicamp (Laboratory of
Pathological Anatomy, Unicamp). The mitochondrial tests were pro-
cessed in the Bioenergetics Laboratory, FCM Unicamp of the NMCE.
The project was approved by the Ethics Committee on Animal
Experimentation CEEA/UNICAMP under protocol number 3905-1.

Twenty healthy adult male Wistar rats with an average weight of
307 + 43 g, aged 8 weeks, of the lineage Rattus norvegicus albinus,
Rodentia, Mammalia were used. These were provided by the
Center for Bioterism of Surgery, Unicamp and kept in the vivarium
of the NMCE, with a maximum of 5 animals in each cage, under
controlled ambient conditions of luminosities and temperature, in
daylight cycles. Animals received standard diet and water ad libitum
until the end of the research.

The animals were randomly divided into 2 study groups for
surgical intervention of animals under normal conditions; after 8
hours fasting, animals were weighed and anesthetized with thiopental
sodium 25 mg/kg (Cristdlia Pharmaceutical Chemical Ltda, Campi-
nas, Brazil) intravenously, via the caudal vein with a sterile intrave-
nous infusion device (23 gauge) and xylazine hydrochloride 30 mgkg
(Rhobifarma Pharmaceutical Ltda, Hortoldndia, Brazil) intramus-
cularly. Anterior abdominal wall trichotomy with shear thinner Oster
Golden A 5-model 5-5-55] (Madison, Wisc, United States) and
abdominal skin antisepsis with 10% iodinated polyvinylpyrrolidone
solution (Johnson Wax Ltda, Rio de Janeiro, Brazil) were
performed. The animals were immobilized in dorsal decubitus on an
appropriate surgical board. The abdomen was opened by U incision
[10]. Oxygen was given in a continuous flow of 2.0 L/min, supplied in
a semiopen plastic bell, favoring breathing throughout the experi-
ment. After 40 minutes of experimentation, 1.0 mL of 0.9% saline
solution was administered into the peritoneum (one time only).

In the ischemic preconditioning group (PCG) of 10 animals, the
hepatic pedicle was isolated and submitted to clamping with vascular
microclamp for 10 minutes of ischemia and 10 minutes of reperfusion,
followed by 30 minutes of ischemia and 30 minutes of reperfusion.

In the simulated operation group (SOG), the 10 animals were
submitted to manipulation of the hepatic pedicle at equivalent
times to the I-R period of the ischemic group.

After the experiment, blood samples were collected for
transaminase dosages and hepatic biopsies of the left lobe were
carried out to evaluate mitochondrial respiration and histologic
analysis. In both groups the sacrifice of the animals was performed
through cardiac section, with the animals still anesthetized.

Blood samples were centrifuged (Centrifuga Fanem-206-R, Sao
Paulo, Brazil) at 2500 revolutions per minute for 10 minutes; the
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serum was separated into microtubes, kept on ice and sent to the
Laboratory of Pathological Anatomy Unicamp, for serum dosages
of aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase
(ALT). These were performed by a kinetic enzymatic method with
automated equipment (Modular P800 Evo Manufacturer: Hitachi
High, Technologies Corporation, Tokyo, Japan).

For the histologic analysis of the liver stained in hematoxylin and
eosin and Masson’s trichomone, the reading of the slides was
performed by a single pathologist in a blind study.

For the mitochondrial evaluation, a biopsy measuring 2.0 x 1.0 x
2.0 cm was taken from the left lobe, which was placed in 5 mL of
preservation solution containing 2.77 mmol/L CaK, EGTA,
723 mmol/L K, EGTA, 6.65 mmol/L MgClL.6H,O, 15 mM
Naypospho-creatine, 20 mmol/L imidazole, 0.5 mmol/L dithio-
threitol and 50 mmol/L MES in 1.0 L with pH 7.1 in a beaker and
maintained at 4°C in a Styrofoam cooler with crushed ice. This
biopsy was processed using a precision automatic cutter (Chopper)
to make homogenous cuts in microscopic pieces.

To measure the oxygen consumption of the biopsies, a high-
resolution Oroborus (Innsbruck, Austria), with magnetic stirrer and
regular temperature of 37°C was used. Two randomly chosen samples
were collected (mean weight, 4.0 and 6.0 mg) and inserted into the vats
of the apparatus together with 2.1 mL of MIROS reaction medium
solution containing 0.5 mmol/L EGTA, 3 mmol/L MgCl,.6H,0,
60 mmol/L K-lactobionate, 20 mmol/L taurine, 10 mmol/L KH,PO,,
20 mmol/L HEPES, 110 mmol/L sucrose, and 1 g/L. bovine serum
albumin in 1.0 L with pH 7.2. Then mitochondrial respiratory activity
was analyzed by the sequential addition of 20 L of pyruvate, 20 pL
malate, 20 pL of 42 mmol/L adenosine diphosphate (ADP) solution,
2 uL of 1 mg/mL oligomycin solution, and 0.8 pL of 1 mmol/L solution
of carbonyl cyanide p-trifluoromethoxyphenylhydrazone (FCCP).

Descriptive analysis was used for ordinal variables and the
nonparametric Mann-Whitney test for continuous variables. The
level of significance was 5%. The program Sigma Stat version 3.5
(Systat Software, Chicago, Ill, United States) was used.

RESULTS

No deaths were observed during the experiment. In the
mitochondrial evaluation, the PCG had the same level of
respiration when compared with SOG, both when
stimulated with the addition of ADP and with the addition
of FCCP. In the resting state with addition of oligomycin,
there was also no significant difference in the velocity of
mitochondrial respiration between PCG and SOG. The
respiratory control as the ratio FCCP to oligomycin did not
show a significant difference (P > .05) when the groups were
compared (Fig 1). The serum values of AST and ALT
showed significant increases of (P < .03) in PCG when
compared with the SOG (Table 1).

Histologic evaluation of the liver of the PCG rats showed
that 60% of the animals had variable degrees of sinusoidal
congestion and venous congestion, but these changes were
not observed in the SOG (Fig 2).

DISCUSSION

In this study we evaluated the effect of preconditioning after
hepatic I-R through mitochondrial respiratory activity,
biochemical evaluation, and liver histology in Wistar rats.
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Fig 1. (A) In the mitochondrial evaluation, PCG had the same level of respiration when compared with SOG, both when stimulated with
addition of ADP and with addition of FCCP. In the resting state with addition of oligomycin, there was no significant difference (P > .05)
in the mitochondrial respiration rate between groups. (B) Respiratory control ratio, ADP to oligomycin, showed no significant difference
(P > .05) between the groups. (C) The ratio of FCCP to oligomycin did not present significant difference (P > .05) between groups. Sta-
tistical analysis: Mann-Whitney test. Abbreviations: ADP, adenosine diphosphate; FCCP, carbonyl cyanide p-trifluoromethoxyphenyl-
hydrazone; PCG, preconditioning group; SOG, simulated operation group.

The present study demonstrated a protective effect of
ischemia after preconditioning of the hepatic pedicle in
mitochondrial respiration, preserving mitochondrial activity,
signaling that respiration levels were not compromised or
inhibited after the ischemic procedure. Recent works
demonstrate that both partial ischemic preconditioning of
70% of the liver, as the remote, applied in circumflex branches
of the heart or lower limbs, act as protectors for I-R lesions,
attenuating the inhibition of mitochondrial function [3,11-13].

We concluded in previous studies in the immediate
evaluation that after the induction of I-R of the hepatic
pedicle, this protection was not conferred, because of an
inhibition and impairment of mitochondrial respiration,
thereby reducing oxidative phosphorylation [10,14]. This fact
can be explained by the continuous and intermittent imme-
diate methods of hepatic I-R, which do not grant a release of
antioxidants as efficient as the ischemic preconditioning
method, in which it protects mitochondrial activity.

With the production of antioxidants, there is an increase
of antioxidant activity in hepatocytes and a decreased
production of reactive oxygen species, preventing the
activation of the apoptotic cascade and occlusion of
microvessels [3,11,13]. All these effects lead to protection of
mitochondrial function.

It needs to be recalled that respiratory states III and IV
mean respectively the ability of mitochondrial oxidative
phosphorylation and respiration at rest [10,15].

Both the induction of total ischemia of the hepatic
pedicle, continuous as well as intermittent, lead to a
decrease of state I1I demonstrating a significant decrease of
mitochondrial respiration in the 2 experimental conditions
[10,14]. When we performed the ischemic preconditioning,
we did not find this effect in our results, indicating that the
oxidative phosphorylation capacity was not inhibited but
preserved.

Our results showed no change in the IV status between
the groups: preconditioning and control after hepatic I-R.
Previous work has demonstrated this same event, after I-R
in continuous and intermittent methods in Wistar rats
[10,14,15]. Thus, regardless of the I-R method used,
mitochondrial respiration in the resting state maintains
similar levels.

Table 1. Liver Profile Test and Histologic Changes Observed
Between Groups

SOG PCG P
Laboratory tests
AST (UL 129.2 + 38.82 830.2 +595.6 .03
ALT (IUL) 34.0 +15.58 491.6 +375.0 .03
Histologic aspects
Sinusoidal congestion (%) Absent 60 <.05
Congestion venous (%) Absent 60 <.05

Abbreviations: ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotrans-
ferase; PCG, preconditioning group; SOG, simulated operation group.
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Fig 2. (A) Simulated operation group: portal space and central vein (hematoxylin and eosin, x200). (B) Preconditioning group: sinusoi-
dal congestion and venous congestion (hematoxylin and eosin, x200). (C) Preconditioning group: venous congestion and lobular center

vein (hematoxylin and eosin x100).

The respiratory control that is the ratio between respi-
ratory states I1I and IV [10,14,15] was shown to be uniform
among the groups studied, evidencing a protection to
mitochondria after PCG. As described in the literature, the
inhibition of mitochondrial activity was observed after
evaluations with both continuous and intermittent methods
of liver I-R, interfering directly in respiratory control
[10,14,15].

Thus the ability of a tissue to resist hypoxia depends on its
efficiency in maintaining a nonoxidative glycolytic meta-
bolism, and forced mitochondrial activity would result in
mitochondrial-induced cell death [6-9]. In this way we see
that ischemic preconditioning of the hepatic pedicle pro-
motes favorable conditions for protection of mitochondrial
activity of hepatocyte cells during the I-R period.

The enzymatic changes (ALT and AST) are considered to
be sensitive markers of hepatocellular damage; they were
observed shortly after the surgical procedure and were
directly associated with the time of hypoxia suffered by the
organ and reperfusion of the remaining parenchyma [10,16].
Although ALT is found only in the cellular cytoplasm, AST
is a cytosolic and mitochondrial enzyme [16,17].

In our study, ischemic preconditioning demonstrated a
significant enzymatic elevation compared with the controls.
Both the method of continuous vascular occlusion along
with intermittent occlusion end up increasing intensively the
concentrations of these enzymes, inducing a more delete-
rious effect [10,16]. However, studies have shown that
ischemic preconditioning leads to an increase of more
moderate form, minimizing the damage suffered after I-R
of the organ [10,16,17]. Our results are consistent with the
literature indicating this protective effect.

In normothermic ischemia, different types of cellular
degeneration may occur: cytoplasmic vacuolization, sinu-
soidal congestion, inflammation, and, depending on the
time of ischemia, foci of necrosis and fatty infiltration
[10,15,18]. Evidence of necrosis is an irreversible sign of
hepatocellular damage in contrast to inflammation, vacuo-
lization, and sinusoidal congestion, in which they may be
reversible.

Evaluations after total I-R of the hepatic pedicle in rats,
with continuous and intermittent methods, resulted in

increased histopathologic changes, ranging from an intense
area of congestion of the venous branch, sinusoidal
congestion, or vacuolization to necrosis [10,15,18,19]. In this
work, histopathologic changes were confirmed after
ischemic preconditioning; however, the appearance of these
lesions, although statistically significant, indicated mild si-
nusoidal congestion and venous congestion of lower
intensity.

Nevertheless, preconditioning preserved large areas of
normal liver architecture when compared with continuous I-
R, and is considered a protector of I-R lesions, minimizing
histopathologic alterations [15.18,19]. Our results are
consistent with studies of ischemic preconditioning indi-
cating a protective effect.

In conclusion, our findings demonstrated that total
ischemia with preconditioning in Wistar rats can lead to
mild histologic and biochemical dysfunction without leading
to impairment of mitochondrial respiration.
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ABSTRACT

Objective. There has been much research on hepatic ischemia and reperfusion by means
of short or longer interruption of the portal triad. The aim of this work was to evaluate the
mitochondrial respiratory activity and liver histology at 2 different times after the Pringle
maneuver.

Methods. Twenty-eight male Wistar rats, weighing ~308 g, with histologic and mito-
chondrial study: immediate ischemic group (IIG; 40 minutes; 9 animals) and late ischemic
group (LIG; 28 days; 9 animals). The rats were anesthetized and underwent a U-incision in
the abdomen. In a simulated operation, manipulation of the hepatic pedicle was performed
(5 animals immediate [ISG] and 5 late [LSG]). The hepatic pedicle was clamped for
20 minutes of ischemia foloowed by 20 minutes of reperfusion. The animals were killed
under anesthesia.

Results. Mitochondria when stimulated by adenosine diphosphate or carbonylcyanide
p-trifluoromethoxyphenylhydrazone had a significant respiratory reduction (P < .001).
The respiratory control ratio in the LIG was altered (P < .02) compared with IIG. In the
resting state, there was no change in the velocity of respiration between ischemic
groups. Histopathologic findings showed 55.5% sinusoidal dilatation in IIG and 66.6% in
LIG; 77.7% ballooning in IIG and 55.5% in LIG; and 11.1% focal necrosis in both IIG
and LIG.

Conclusions. The oxidative phosphorylation system recovered with improvement in
mitochondrial respiration; however, morphologic recovery was associated with the type and
intensity of injury.

OTAL hepatic pedicle clamp is used in liver proced-
ures; however, early or later evaluation in the Wistar
rat portal triad has shown serious complications [1-4].
Liver ischemia followed by reperfusion [1-4] leads to a
complex cascade of events, such as loss of power, ionic
imbalance of hemostasis, production of reactive oxygen
species (ROS), and cell death [5-7]. Ischemia-reperfusion
(I/R) has a critical role for the mitochondria, because it
goes through major changes that may contribute to organ
malfunctions [7.8].
The aim of the present study was to evaluate the mito-
chondrial respiratory activity and liver histology at 2
different times after the Pringle maneuver.

0041-1345/17
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898

METHODS

This research was developed at the Hepatic Experimental
Laboratory/Nucleus of Experimental Medicine and Surgery, State
University of Campinas. The Ethics Committee on Animal
Use approved the project (CEUA-Unicamp no 3042-1).
Twenty-eight healthy adult male Wistar rats were used, with an
average weight of 308 + 43 g and aged 8 weeks. For the surgery, the
animals were anesthetized with the use of sodium thiopental

*Address correspondence to llka F.S.F.a. Boin, Rua Aldo de
Oliveira Barbosa 184, Campinas, SP, Brazil CEP 13086-030.
E-mail: ilkaboin@yahoo.com
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Fig 1. Liver alterations observed. (A) ISG (HE, x320). (B) lIG, ballooning (HE, x 160). (C) IIG, sinusoidal dilation (HE, x 160). (D) IIG, focus
of necrosis (HE, x220). (E) LSG (HE, x320). (F) LIG, ballooning (HE, x160). (G) LIG, sinusoidal dilation (HE, x320). (H) LIG, focus of ne-
crosis (HE, x400). Abbreviations: HE, hematoxylin and eosin; ISG, intermittent sham group; IIG, intermittent ischemic group; LSG, late

sham group; LIG, late ischemic group.

(25 mg/kg) and xylazine hydrochloride (30 mg/kg). The rats were
weighed and subjected to anesthesia, and after U-incision laparot-
omy [9] the hepatic pedicle was isolated and clamped with the
use of a microvascular clamp (after 20 minutes of ischemia and
20 minutes of reperfusion) or manipulated in the sham-operated
control animals.

The animals that were evaluated immediately after the ischemic
procedure were in the immediate ischemic group (IIG) and the
immediate sham group (ISG). Those who were evaluated later, on
day 28, were in the late ischemic group (LIG) and the late sham
group (LSG). Liver biopsies from the middle and left lobe were
collected at these times for histologic and mitochondrial assess-
ment. In all groups, killing the animals was performed by means of
cardiac section, with the rats still under anesthesia.

Histologic analysis of liver tissue samples of the middle lobe were
fixed in hematoxylin-eosin and Masson trichrome. Histologic anal-
ysis observed sinusoidal dilation, ballooning, and focal necrosis as
observed by a single liver pathologist (blinded).

For the mitochondria evaluation, left lobe biopsy of 2.0 x 1.0 x
2.0 cm was performed, which was placed in 5 mL conservation
solution, following the method already standardized in our service
[10]. The biopsy was processed with the use of an autocutter for
homogeneous cuts. A high-resolution respirometry oxygraph
(Oroboros, Innsbruck, Austria) was used to measure the oxygen
consumption of the biopsies, with magnetic stirrer and temperature
controlled at 37°C, following the method already standardized in
our service [10].

Descriptive analysis and Mann-Whitney nonparametric test were
performed with the use of Sigma Stat software, version 3.5 (Systat
Software, Chicago, Illinois). The significance level was 5%.

RESULTS

No death was observed during the experiment. On the
liver histologic evaluation many alterations were observed
(Fig 1). No change in the sham groups was observed. The
mitochondria of the ischemic groups (IIG and LIG),
when stimulated by adenosine diphosphate (ADP) or

carbonylcyanide p-triflourometoxyphenilhydrazone (FCCP),
showed significant decrease of mitochondrial respiratory
state compared with the sham groups (P < .001; Fig 2).
The respiratory control ratio (RCR) in the IIG, compared
with the ISG, showed significant difference (P < .02); and
the RCR of the LIG, compared with LSG, showed no
difference (Fig 2).

DISCUSSION

In this study, mitochondrial respiratory activity and histol-
ogy of the liver after the Pringle maneuver in Wistar rats
were assessed at 2 time points: immediate and late.
This study demonstrated that there were no deaths after 20
minutes of ischemia, despite the hepatic lesions.

Experiments with immediate evaluation after I/R in rats
by means of the Pringle maneuver for a long duration
indicate lesions in 100% of animals, such as intense area of
congestion of the venous branch, sinus congestion, or
vacuolization and necrosis [10.11]. The present study
confirmed the occurrence of ballooning lesions, sinusoidal
dilation, and focal necrosis in 100% of the animals in IIG
and 88% in LIG, changes that were not observed in the
control groups.

Some authors have reported reperfusion injury associated
directly with mitochondrial dysfunction and increased ROS
[10,12-14]. The exact mechanisms are still being debated
and are not fully known. Mitochondria are essential to the
sustainability and are responsible for producing most of the
cellular adenosine triphosphate (ATP), so any interference
of mitochondrial function may disrupt normal bioenergetics
and lead to cell death [10,12-14].

Studies claim that after the induction of I/R, an inhibition
of the respiratory chain in mitochondria is generated owing
to oxidative stress with an elevation of the generation of
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Fig 2. (A)Mitochondria of IIG and LIG, when stimulated with the use of ADP, showed inhibition of respiration of, respectively, 30% and
17%, and when stimulated with the use of FCCP showed inhibition of respiration of, respectively, 23% and 19%, compared with control
groups (ISG and LSG; P < .001). In the mitochondrial resting state, when added oligomycin, the velocity of respiration was inhibited in
the ischemic groups compared with their respective control groups. (B) Stimulated with the use of ADP, the RCR in IIG was different
compared with ISG (P < .02); the RCR of LIG compared with LSG showed no difference. (C) Stimulated with the use of FCCP/oligo-
mycin, the RCR showed no difference. Abbreviations: ADP, adenosine diphosphate; FCCP, carbonylcyanide p-trifluorometoxyphenyl-
hydrazone; RCR, respiratory control ratio; others as in Fig 1. *P < .05.

ROS, which can lead to a dysfunction and cell death
[7.10,15]. The results in the immediate evaluation showed
inhibition in the ischemic group, demonstrating that there is
a decrease in consumption of oxygen by mitochondria, thus
compromising the mitochondrial respiration.

LIG animals showed an inhibition of the respiratory chain
when stimulated with the use of ADP or FCCP, tending to
normalization of mitochondrial respiration, in contrast to
animals evaluated immediately. Some authors showed that
after I/R hepatic oxidative phosphorylation can be impaired
[7,10,15]. Although the immediate study corroborates those
data, in the late group there was a recovery of the mito-
chondrial oxidative phosphorylation system.

CONCLUSION

In this study, the oxidative phosphorylation system recov-
ered with improvement in mitochondrial respiration; how-
ever, morphologic recovery was associated with the type and
intensity of injury.
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DISCUSSAO GERAL

O procedimento cirurgico de I/R se faz necessério no dia a dia dos cirurgioes,
sendo amplamente utilizado durante os transplantes e cirurgias na qual requer a
interrupcéo do fluxo sanguineo ao 6rgao. Pringle descreveu a manobra cirdrgica do
clampeamento do pediculo hepatico, na qual é utilizada nos transplantes e grandes
cirurgias hepaticas, sendo ainda a disfuncdo do enxerto, importante causa de

morbidade e mortalidade pds-operatérial-17:27-34,

Reproduzimos no rato Wistar, dois métodos experimentais de I/R total do
pediculo hepatico: o pré-condicionamento e o clampeamento continuo, em ambos a
veia porta, artéria hepética e ducto biliar foram pingados juntos, variando apenas o
tempo e a quantidade de clampeamento, para possiveis estudos deste fenébmeno
ainda pouco compreendido. Nosso trabalho avaliou o efeito do pré-condicionamento,
apoés I/R hepatica em ratos Wistar, através da respiragdo mitocondrial, histologia do
figado e as enzimas (AST/ALT). Apds manobra de Pringle avaliamos dois tempos:

imediato e tardio, a atividade respiratéria mitocondrial e histologia do figado.

Afim de manter a anestesia, analgesia e 0 bem-estar dos animais durante o
procedimento cirdrgico, anestesiamos os animais com tiopental sédico, um anestésico
de acao rapida e cloridrato de xylazina para o relaxamento muscular e analgesia,
injetados intravenosa e intramuscular, respectivamente. Este procedimento foi
escolhido por ser rapido, menos invasivo e padronizado em nossos estudos,
facilitando o controle do anestésico que foi eficiente para anestesia e analgesia,

preservando assim a integridade dos animais?%-27.
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Apbs a anestesia, para favorecer e manter a respiracdo adequada dos
animais, administramos oxigénio num fluxo continuo, fornecido em campanula plastica
semi-aberta®®?’, sendo que durante todos os procedimentos operatérios nédo

obtivemos 6bito durante a operacdo, e nem no pds-operatorio.

O método de abertura em “U"?8, nos proporcionou visdo ampla de todo campo
operatério, localizacdo e manuseio do pediculo hepatico, insercdo da micro pinga
vascular, observacdo da mudanga de cor durante a revascularizacdo do figado,
abertura e fechamento da parede abdominal nos tempos de I/R de cada grupo e coleta
dos exames. Evitou-se assim, sangramentos, diminuindo a aderéncia e possiveis
lesdes com a utilizacao de afastadores. Estas causas foram consideradas como um

dos principais riscos de mortalidade em modelos experimentais®3.116,

O método pré-condicionamento é visto como protetor hepatico por causar
menos danos ao 6rgdo em comparagio com clampeamento continuo'42329-36_ Sendo
assim, o pré-condicionamento foi o método de escolha na realizacao deste estudo de

I/R hepatica no rato.

Com a finalidade de avaliar a preservagdo da respiragdo mitocondrial foi
usado o equipamento de alta resolucdo de respirometria (OROBOROSe), nas

avaliagOes da respiracdo das mitocondrias?’-8.

Este método de avaliacdo da respiracao mitocondrial foi utilizado também
para os grupos de estudo de clampeamento continuo e adotamos um tempo de I/R

menor e as avaliacbes em dois grupos diferentes: imediato e tardio.

Alguns autores associam a lesdo de I/R diretamente com a disfungéo
mitocondrial e aumento de ERQ':27:28:32.33,79-82117. seys mecanismos exatos ainda nao
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sao totalmente conhecidos e sdo debatidos. As mitocondrias sdo fundamentais para
a sustentabilidade celular e responsaveis pela producéo da maior parte do ATP celular
e qualquer interferéncia da fungcdo mitocondrial pode interromper a bioenergética

normal, levando a morte celular.

Constatamos que o pré-condicionamento pode ter contribuido para protecéo
da respiracao mitocondrial e apresentou o consumo de oxigénio normais no estado Il

e IV, apos o procedimento de I/R do figado.

Atenta-se ao fato que o estado respiratorio lll significa a capacidade de
fosforilacdo oxidativa mitocondrial e consequente producéo de energia (fosforilagao
do ADP em ATP)27:3253-56.112 No nosso trabalho com pré-condicionamento a produgéo
de energia foi mantida, quando estimulada por ADP, e quando estimulado por FCCP
nao mostrou inibicdo da respiragdo, com niveis semelhantes ao controle no consumo

de oxigénio.

O estado respiratério IV é a respiracdo no estado basal, responsavel pela
geragdo e manutencao do potencial de membrana mitocondrial e esta relacionado
com a integridade da membrana mitocondrial®’3253-%6 No estudo com o pré-
condicionamento verificamos que a integridade da membrana mitocondrial foi mantida

no estado IV, por apresentar niveis de respiracao semelhantes ao controle.

O controle respiratério (CR) € a razdo entre os estados respiratério Il e
[\V27.32.53-56  Comprovamos que o controle respiratério entre os grupos controle e de
isqguemia com pré-condicionamento, mostrou consisténcia nos resultados, similares
entre si. Nossos dados sédo condizentes com trabalhos recentes em que demonstram

resultados semelhantes com o pré-condicionamento isquémico parcial 70% do figado
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e quando remoto, aplicados em ramos circunflexos do coragdo ou de membros

inferiores, atuando como protetores na respiracdo mitocondrial4?-54-%6

Quando se usou o clampeamento continuo do pediculo hepético, ndo se
repetiu as analises no periodo imediato, que esse efeito protetor ndo ocorreu; houve
uma diminuicgdo do consumo do oxigénio, com uma inibicdo de 30% quando
adicionado ADP e 23% com FCCP, demonstrando uma diminuicdo da fosforilagéo

oxidativa e, consequentemente, menor producéo energética.

Observamos também que no estado IV, o grupo isquémico apresentou valores
menores do consumo de oxigénio em relagdo ao grupo controle, indicando uma
alteragéo da integridade da membrana mitocondrial. No controle respiratorio também
apresentou diferenca entre os grupos estudados, nos revelando danos na cadeia
respiratéria. Nossos resultados se assemelham com a literatura em que estas
inibicées sao relatadas, apds avaliagdes imediatas tanto com método continuo quanto
intermitentes de I/R do figado, interferindo diretamente na respiracao

mitocondrial?7-39:109,

Quando avaliamos os animais no periodo tardio, observamos uma inibicdo da
respiracao quando estimulado tanto por ADP como por FCCP quando comparado ao
controle, mas quando comparado ao grupo isquémico imediato, observamos uma
diminuicao desta inibicdo de 30% para 17% quando se estimulou com ADP e de 23%
para 19% quando estimulado por FCCP, sendo assim, percebemos que o pds-
operatério favoreceu essa tendéncia a normalizacdo da respiragdo mitocondrial, pois
estes apresentaram uma redugdo dos niveis de inibicdo em relagdo aos animais

isquémicos avaliados de imediato.
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Quando se avaliou o estado IV observou-se que 0 grupo isquémico
apresentou valores menores do consumo de oxigénio em relagdo ao grupo controle

indicando uma alteragéo da integridade da membrana mitocondrial ainda presente.

O CR apresentou semelhanga quando comparado ao controle, revelando
consisténcia em afirmar que ocorreu uma recuperagao da fosforilagdo oxidativa no
grupo isquémico tardio. Sendo que estes dados néo estao citados na literatura com

este pos-operatorio.

Na producdo de antioxidante ocorre diminuicdo da producdo de ERO,
prevenindo a ativagdo da cascata apoptotica e a oclusdo de micro vasos, sendo que

esses efeitos levam a protecdo da fungao mitocondrial4?54-56,

Pode ter ocorrido uma liberagdo de antioxidantes menos eficiente quando
utilizamos o método continuo no procedimento de I/R. Quando se aplicou o método
do pré-condicionamento, observamos uma protecdo da atividade respiratéria

mitocondrial.

Sendo assim, a capacidade de um tecido em resistir a hipoxia depende da sua
eficiéncia em manter um metabolismo nao oxidativo glicolitico, e a atividade

mitocondrial forcada resultaria em morte celular induzida pela mitocondria#-52-53,

Deste modo, vemos que o pré-condicionamento promoveu condi¢coes
favoraveis a protegéo da atividade mitocondrial dos hepatdcitos durante o periodo de
I/R de 30 minutos e que o tempo pds-operatdrio no grupo tardio, foi suficiente para
iniciar uma recuperacao do sistema de fosforilagdo oxidativa, apdés uma inibicdo da

respiracdo mitocondrial.
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Na I/R pode ocorrer diferentes tipos de degeneracgao celular: vacuolizagéo
citoplasmatica, congestdo sinusoidal, inflamagdo e dependendo do tempo da
isquemia, focos de necrose e infiltracdo gordurosa. Indicios de necrose € um sinal
irreversivel de lesdo hepatocelular em contraste com inflamacgéo, vacuolizacao e

congestao sinusoidal, nas quais podem ser reversiveis?’:32.64,

Observamos que ap6s o pré-condicionamento isquémico, houve alteragdes
histopatoldgicas, entretanto, estas lesGes apesar de serem estatisticamente

significativas, foram de leve intensidade de congestéo sinusoidal e congestao venosa.

O pré-condicionamento preserva grandes areas da arquitetura normal do
figado quando comparado a I/R continua, sendo considerado um protetor das lesées
de I/R, minimizando alteragdes histopatoldgicas3>641'8, Nossos resultados sio
consistentes com estes estudos de pré-condicionamento isquémico, indicando um

efeito protetor.

Como mostra a literatura, avaliagdes apds I/R total do pediculo hepatico em
ratos, com método continuo e intermitente, apresentam aumento das alteracdes
histopatoldgicas, variando desde intensa area de congestdo do ramo venoso,

congestdo sinusoidal e/ou vacuolizacdo, chegando até a apresentar

necrose1 4,27,32,64,118,119

Experiéncias anteriores com avaliagées imediatas apos I/R em ratos pela
Manobra de Pringle por tempo prolongado, apontam lesées em 100% dos animais
com: intensa area de congestdo do ramo venoso, congestao sinusoidal e/ou

vacuolizagéo e necrose'4?’.
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Neste estudo, nas avaliagbes dos grupos continuos, confirmam o
aparecimento de lesbées de balonizagdo ou dilatagdo sinusoidal ou focos de necrose
em 100% dos animais do grupo isquémico imediato e 88% no grupo isquémico tardio,
sendo que estas alteragbes nao foram constatadas nos grupos controles,

corroborando com a literatura.

As alteracbes enzimaticas (ALT/AST), sao consideradas marcadores
sensiveis de dano hepatocelular e observadas logo apds o procedimento cirurgico, ou
durante o pos-cirargico, estando diretamente associada com o tempo de hipdxia
sofrida pelo 6rgéao e da reperfusao do parénquima remanescente, enquanto a ALT &
encontrada unicamente no citoplasma celular a AST é uma enzima citossoélica e

mitocondrial26-28.60,

Ja foi comprovado que tanto o método de oclusédo vascular continuo, quanto
intermitente acabam elevando de forma mais intensa as concentracbes destas
enzimas, induzindo um efeito deletério mais acentuado, entretanto, estudos
demonstram que o pré-condicionamento isquémico pode levar a um aumento de

forma mais moderada, minimizando os danos sofridos ap6s I/R do érgao?”28:60,

Comprovamos o efeito protetor no método de pré-condicionamento

observando a elevagdao moderada das enzimas, sendo coerentes com a literatura.

Houve 100% de sobrevida dos animais em nossos estudos estédo, portanto,
relacionado aos procedimentos adotados em nossa pesquisa, comprovamos que o
pré-condicionamento agiu de forma protetora quando realizamos clampeamento do
pediculo hepatico, atenuando as lesbes de I/R, quando comparado a outros métodos

de I/R continuo e intermitente.
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Outra descoberta é que o tempo de p6s-operatério, se mostrou viavel para
estudos de I/R em rato Wistar, possibilitando a recuperacao da fosforilagdo oxidativa,
na qual pode desencadear novas oportunidades de estudos, na busca de respostas
aos mecanismos da lesédo de I/R e seus efeitos, tanto ao figado como para outros

orgaos.
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CONCLUSAO

Constatamos que a isquemia com pré-condicionamento em ratos Wistar, pode
levar a leve disturbios histoldgicos e bioquimicos, porém sem o comprometimento da

respiragao mitocondrial.

A avaliacao tardia com uso da manobra de Pringle em ratos Wistar, mostrou
recuperacdo do sistema de fosforilagdo oxidativa e melhora da respiragéo
mitocondrial, j& a avaliagdo histologica mostrou manutencao das lesdes nos grupos

isquémicos.

Concluimos que o pré-condicionamento apresentou efeito protetor da
respiragcao mitocondrial com leve disturbio bioquimico e histolégico de imediato e que
h& viabilidade de recuperacées de lesGes hepaticas por I/R em ratos Wistar

tardiamente.

-55-



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
Nakazato PCG, Victorino JP, Fina CF, Mendes KDS, Gomes MCJ, Evora PRB, et
al. Liver ischemia and reperfusion injury. Pathophysiology and new horizons in

preconditioning and therapy. Acta Cir Bras. 2018; 33(8):723-35.

Freitas SH, Doéria RG, Bueno RS, Rocha WB, Jair Filho RE, Moraes JR, et al.
Evaluation of potential changes in liver and lung tissue of rats in an ischemia-
reperfusion injury model (modified pringle maneuver). PLoS One.

2017;12(6):e0178665.

Gracia-Sancho J, Casillas-Ramirez A, Peralta C. Molecular pathways in protecting
the liver from ischaemia/reperfusion injury: a 2015 update. Clin Sci (Lond).

2015;129(4):345-62.

Van Riel WG, van Golen RF, Reiniers MJ, Heger M, van Gulik TM. How much
ischemia can the liver tolerate during resection? Hepatobiliary Surg Nutr.

2016;5(1):58-71.

Ryu CH, Lee SK. Biliary strictures after liver transplantation. Gut Liver.

2011;5(2):133-42.

Lordan JT, Worthington TR, Quiney N, Fawcett WJ, Karanjia ND. Operative
mortality, blood loss and the use of Pringle manoeuvres in 526 consecutive liver

resections. Ann R Coll Surg Engl. 2009;91(7):578-82.

Virani S, Michaelson JS, Hutter MM, Lancaster RT, Warshaw AL, Henderson WG,
et al. Morbidity and mortality after liver resection: results of the patient safety in

surgery study. J Am Coll Surg. 2007;204(6):1284-92.

-56-



8- Verdonk RC, Buis Cl, Porte RJ, Haagsma EB. Biliary complications after liver

transplantation: a review. Scand J Gastroenterol. 2006;(243):89-101.

9- Buell JF, Rosen S, Yoshida A, Labow D, Limsrichamrern S, Cronin DC, et al.
Hepatic resection: effective treatment for primary and secondary tumours. Surgery.

2000;128(4):686-93.

10-Laurent C, Sa Cunha A, Couderc P, Rullier E, Saric J. Influence of postoperative
morbidity on long-term survival following liver resection for colorectal

metastases. Br J Surg. 2003;90(9):1131-6.

11-Teoh NC. Hepatic ischemia reperfusion injury: Contemporary perspectives on
pathogenic mechanisms and basis for hepatoprotection - the good, bad and deadly.

J Gastroenterol Hepatol.2011;(26)180-87.

12-Jones RT, Toledo-Pereyra LH, Quesnelle KM. Selectins in liver ischemia and

reperfusion injury. J Invest Surg. 2015;28(5):292-300.

13-Guan LY, Fu PY, Li PD, Li ZN, Liu HY, Xin MG, et al. Mechanisms of hepatic
ischemia-reperfusion injury and protective effects of nitric oxide. World J

Gastrointest Surg. 2014;6(7):122-8.

14-Peralta C, Jiménez-Castro MB, Gracia-Sancho J. Hepatic ischemia and reperfusion

injury: effects on the liver sinusoidal milieu. J Hepatol. 2013;59(5):1094-106.

15-Datta G, Fuller BJ, Davidson BR. Molecular mechanisms of liver ischemia
reperfusion injury: insights from transgenic knockout models. World J

Gastroenterol. 2013;19(11):1683-98.

-57-



16-Cannistra M, Ruggiero M, Zullo A, Gallelli, G, Serafini S, Maria M, et al. Hepatic
ischemia reperfusion injury: a systematic review of literature and the role of current

drugs and biomarkers. Int J Surg. 2016;33:57-70.

17-Pringle JH. V. Notes on the Arrest of Hepatic Hemorrhage Due to Trauma. Ann

Surg. 1908:48(4):541-9.

18-Cannon JA. Brief report. Transplant Bull. 1956;3:7.

19-Starzl TE, Marchioro TL, Vonkaulla KN, Hermann G, Brittain RS, Waddell WR.
Hemotransplantation of the liver in humans. Surg Gynecol Obstet. 1963;117:659-

76.

20-Gotoh M, Monden M, Sakon M, Kanai T, Umeshita K, Nagano H, et al. Hilar lobar

vascular occlusion for hepatic resection. J Am Coll Surg. 1994;178(1):6-10.

21-Huguet C, Gavelli A, Bona S. Hepatic resection with ischemia of the liver exceeding

one hour. J Am Coll Surg. 1994;178(5):454-8.

22-Radojkovic M, Stojanovic M, Stanojevic G, Bagur N, Jeremic L, Jovanovic M, et al.
Intermittent or continuous occlusion of hepatic inflow. Bratisl Lek Listy.

2013:114(1):3-6.

23-Seyama Y, Imamura H, Inagaki Y, Matsuyama Y, Tang T, Makuuchi M, et al.
Intermittent clamping is superior to ischemic preconditioning and its effect is more
marked with shorter clamping cycles in the rat liver. J Gastroenterol.

2013;48(1):115-24.

-58-



24-Giovanardi RO, Giovanardi HJ, Bozetti M, Garcia R, Lima LP. Intermittent total
pedicular clamping in  hepatic resections in noncirrhotic patients.

Hepatogastroenterology. 2002;49(45):764-9.

25-Richardson AJ, Laurence JM, Lam VW. Portal triad clamping versus other methods
of vascular control in liver resection: a systematic review and meta-analysis. HPB

(Oxford). 2012;14(6):355-64.

26-Jorge GdL, Tartaro RdR, Facin ACC, Pereira RAT, Escanhoela CAF, Boin IFSF.
Late Biliary Obstruction in Wistar Rats After Intermittent Hepatic Pedicle Clamping.

Transplant Proc. 2014;46(6):1875-8.

27-Tartaro RR, Jorge GL, Leonardi MI, Escanhoela CAF, Leonardi LS, Boin IFSF. No
protective function foundin Wistar rats submitted to long ischemia time and
reperfusion after intermittent clamping of the total hepatic pedicle. Transplant

Proc. 2015 May;47(4):1038-41.

28-Steenks M, Van Baal MC, Nieuwenhuijs VB, de Bruijn MT, Schiesser M, Teo MH,
et al. Intermittent ischaemia maintains function after ischaemia reperfusion in

steatotic livers. HPB (Oxford). 2010;12(4):250-61.

29-Canedo LF, Lima GV, Machado MC. Pulmonary effects after partial liver ischemia

and reperfusion: experimental model. Rev Col Bras Cir. 2012;39(3):216-21.

30-Teixeira AR, Molan NT, Kubrusly MS, Bellodi-Privato M, Coelho AM, Leite KR, et
al. Postconditioning ameliorates lipid peroxidation in liver ischemia-reperfusion

injury in rats. Acta Cir Bras. 2009;24(1):52-6.

-59.-


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Richardson%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22568411
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Laurence%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22568411
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lam%20VW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22568411
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22568411
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22568411
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=T%C3%A1rtaro%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26036513
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jorge%20GD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26036513
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leonardi%20MI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26036513
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Escanhoela%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26036513
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leonardi%20LS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26036513
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Boin%20IF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26036513
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=No+Protective+Function+Found+in+Wistar+Rats+Submitted+to+Long+Ischemia+Time+and+Reperfusion+After+Intermittent+Clamping+of+the+Total+Hepatic+Pedicle
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=No+Protective+Function+Found+in+Wistar+Rats+Submitted+to+Long+Ischemia+Time+and+Reperfusion+After+Intermittent+Clamping+of+the+Total+Hepatic+Pedicle

31-Silva FN, Refinetti RA, Eulalio JMR. Biochemical assessment of ischemic
preconditioning after hepatic ischemia and reperfusion in rats. Rev Col Bras Cir.

2006;33(6):393-7.

32-Castro e Silva Jr O, Centurion S, Pacheco EG, Brisotti JL, Oliveira AF, Sasso KD.
Basics aspects of the ischemia reperfusion injury and of the ischemic

preconditioning. Acta Cir Bras. 2002;17(3):96-100.

33-Miranda LEC, Viaro F, Ceneviva R, Evora PRB. The experimental basis of hepatic

ischemia-reperfusion injury: review. Acta Cir Bras. 2004;19(1):3-12.

34-Nieuwenhuijs VB, Bruijn MT, Schiesser M, Morphett A, Padbury RT, Barritt GJ.
Ischemic preconditioning and intermittent ischemia preserve bile flow in a rat model

of ischemia reperfusion injury. Dig Dis Sci. 2007;52(5):1159-67.

35-Schiesser M, Wittert A, Nieuwenhuijs VB, Morphett A, Padbury RT, Barritt GJ.
Intermittent ischemia but not ischemic preconditioning is effective in restoring bile
flow after ischemia reperfusion injury in the livers of aged rats. J Surg Res.

2009;152(1):61-8.

36-Pacheco EG, Ramalho FS, Ramalho LNZ, Zucoloto S, Castro e Silva Jr O, Oliveira
AF. Preconditioning with ischemic-reperfusion for protection from ischemic injury in

rat liver cirrhosis preliminary result. Acta Cir Bras. 2001;16(1):41-3.

37-Deschénes M, Belle SH, Krom RA, Zetterman RK, Lake JR. Early allograft
dysfunction after liver transplantation: a definition and predictors of outcome.
National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases Liver

Transplantation Database. Transplantation. 1998;66(3):302-10.

-60 -



38-Zhang J, Dawson VL, Dalson TM. Nitricoxide activation ofpoly (ADP-ribose)

synthetase in neurotoxicity. Science 1994;263:687¢e9.

39-Strifler G, Tuboly E, Szél E, Kaszonyi E, Cao C, Kaszaki J, et al. Inhaled Methane
Limits the Mitochondrial Electron Transport Chain Dysfunction during Experimental

Liver Ischemia-Reperfusion Injury. PLoS One. 2016; Jan 7;11(1).

40-Gonzalez-Flecha B, Cutrin JC, Boveris A. Time course and mechanism of oxidative
stress and tissue damage in rat liver subjected to in vivo ischemia-reperfusion. J

Clin. Invest. 1993. Feb;91(2):456-64.

41-Rudiger HA, Koo J, Kang KJ, Sindram D, Hans MR, Pierre AC. Comparison of
ischemic preconditioning, intermittent and continuous inflow occlusion in the murine

liver. Ann Surg. 2002 Mar;235(3): 400-7.

42-Prieto |, Monsalve M. ROS homeostasis, a key determinant in liver ischemic-

preconditioning. Redox Biol. 2017 Aug;12:1020-25.

43-Reiniers MJ, van Golen RF, van Gulik TM, Heger M. Reactive oxygen and nitrogen
species in steatotic hepatocytes: a molecular perspective on the pathophysiology
of ischemia-reperfusion injury in the fatty liver Antioxid. Redox

Signal, 2014,21:1119-42.

44-Sun K, Liu ZS, Sun Q. Role of mitochondria in cell apoptosis during hepatic
ischemia-reperfusion injury and protective effect of ischemic postconditioning.

World J. Gastroenterol. 2004,10:1934-8.

45-Chu MJ, Premkumar R, Hickey AJR, Jiang Y, Delahunt B, Phillips ARJ, et al.

Steatotic livers are susceptible to normothermic ischemia-reperfusion injury from

-61-


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Prieto%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28511345
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Monsalve%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28511345
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28511345
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chu%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27217699
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Premkumar%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27217699
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hickey%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27217699
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jiang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27217699
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Delahunt%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27217699
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Phillips%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27217699

mitochondrial Complex-I dysfunction. World J Gastroenterol. 2016 May 21; 22(19):

4673-84.

46-Glanemann M, Vollmar B, Nussler AK, Schaefer T, Neuhaus P, Menges MD.
Ischemic preconditioning protects from hepatic ischemia/reperfusion-injury by
preservation of microcirculation and mitochondrial redox-state. J Hepatol.

2003;38(1):59-66.

47-Vollmar B, Glasz J, Leiderer R, Post S, Menger MD. Hepatic microcirculatory
perfusion failure is a determinant of liver dysfunction in warm ischemia-reperfusion.

Am J Pathol. 1994;145(6):1421-31.

48-Jaeschke H. Reactive oxygen and mechanisms of inflammatory liver injury. J

Gastroenterol Hepatol. 2000;15(7):718-24.

49-Jaeschke H. Molecular mechanisms of hepatic ischemia-reperfusion injury and

preconditioning. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol. 2003;284(1):G15-26.

50-Jaeschke H, Smith CW. Mechanisms of neutrophil-induced parenchymal cell

injury. J Leukoc Biol. 1997;61(6):647-53.

51-Chen Q, Vazquez EJ, Moghaddas S, Hoppel CL, Lesnefsky EJ. Production of
reactive oxygen species by mitochondria: central role of complex Ill. J Biol

Chem. 2003;278(38):36027-31.

52-Vesa A, Henri H, Fredrik Y, Johanna H, Tuomas A, Tatu J. Review of remote
ischemic preconditioning: from laboratory studies to clinical trials. Scand

Cardiovasc. 2016 Set 20; 50(5-6):355-61.

-62-


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4870074/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12840017
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vazquez%20EJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12840017
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Moghaddas%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12840017
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hoppel%20CL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12840017
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lesnefsky%20EJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12840017
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12840017?dopt=Abstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12840017?dopt=Abstract
http://www.tandfonline.com/author/Anttila%2C+Vesa
http://www.tandfonline.com/author/Haapanen%2C+Henri
http://www.tandfonline.com/author/Yannopoulos%2C+Fredrik
http://www.tandfonline.com/author/Heraj%C3%A4rvi%2C+Johanna
http://www.tandfonline.com/author/Anttila%2C+Tuomas
http://www.tandfonline.com/author/Juvonen%2C+Tatu

53-Hand SC, Menze MA. Mitochondria in energy-limited states: mechanisms that blunt

the signaling of cell death. J Exp Biol. 2008;211:1829-40.

54-Stokfisz K, Ledakowicz-Polak A, Zagorski M, Zielinska M. Ischaemic
preconditioning - Current knowledge and potential future applications after 30

years of experience. Adv Med Sci. 2017 May 13;62(2):307-16.

55-Mitchell P. Chemiosmotic coupling in oxidative and photosynthetic phosphorylation.

Biol Rev Camb Philos Soc 1966;41:445e502.

56-Rolo AP, Teodoro JS, Peralta C, Rosello-Catafau J, Palmeira CM. Prevention of
I/R injury in fatty livers by ischemic preconditioning is associated with increased
mitochondrial tolerance: the key role of ATPsynthase and mitochondrial

permeability transition. Transpl. Int. 2009; 22:1081-90.

57-Quaresma AB, d'Campora AJ, Tramonte R, Farias DC, Joly FS. Histological study
of the liver and biochemistry of the blood of Wistar rats following ligature of right

hepatic duct. Acta Cir Bras. 2007;22(1):68-78.

58-Elias D, Desruennes E, Lasser P. Prolonged intermittent clamping of the portal triad

during hepatectomy. Br J Surg. 1991;78(1):42-4.

59-Belghiti J, Noun R, Malafosse R, Jagot P, Sauvanet A, Pierangeli F, et al.
Continuous versus intermittent portal triad clamping for liver resection: a controlled

study. Ann Surg. 1999;229(3):369-75.

60-Radojkovic M, Stojanovic M, Stanojevic G, Radojkovic D, Gligorijevic J, llic |, et al.
Ischemic preconditioning vs adenosine vs prostaglandin E1 for protection against

liver ischemia/reperfusion injury. Braz J Med Biol Res. 2017;Jul 20;50(8):e6185.

-63-


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stokfisz%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28511069
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ledakowicz-Polak%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28511069
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zagorski%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28511069
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zielinska%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28511069
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28511069
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Radojkovic%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28746468
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stojanovic%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28746468
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stanojevic%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28746468
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Radojkovic%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28746468
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gligorijevic%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28746468
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ilic%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28746468
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=10.1590+%2F+1414-431X20176185

61-Kim Y1, Ishii T, Aramaki M, Nakashima K, Yoshida T, Kobayashi M. The Pringle
maneuver induces only partial ischemia of the liver. Hepatogastroenterology.

1995;42(2):169-71.

62-Steenks M, Van Baal MC, Nieuwenhuijs VB, de Bruijn MT, Schiesser M, Teo MH,
et al. Intermittent ischaemia maintains function after ischaemia reperfusion in

steatotic livers. HPB (Oxford). 2010;12(4):250-61.

63-Jorge GL, Leonardi LS, Boin IFSF, Silva Jr OC, Escanhoela CAF. A new method
for the experimental induction of secundar biliar cirrhosis in Wistar rats. Acta Cir

Bras. 2001;16(2):75-81.

64-Gomes HM, Serigiolle LC, Rodrigues DA, Lopes CM, Studart SV, Leme PL.
Unfeasible experimental model of normothermic hepatic ischemia and reperfusion

in rats using the Pringle maneuver. Arq Bras Cir Dig. 2014;27(3):196-200.

65-Dixon E, Vollmer CM Jr, Bathe OF, Sutherland F. Vascular occlusion to decrease

blood loss during hepatic resection. Am J Surg. 2005;190(1):75-86.

66-Capussotti L, Nuzzo G, Polastri R, Giuliante F, Muratore A, Giovannini |.
Continuous versus intermittent portal triad clamping during hepatectomy in
cirrhosis. Results of a  prospective, randomized  clinical trial.

Hepatogastroenterology. 2003;50(52):1073-7.

67-Weiss SJ. Oxygen, ischemia and inflammation. Acta Physiol Scand. 1986;548:9-

37.

68-Mittnacht SJr, Faber JL. Reversal of ischemia mitochondrial dysfunction. J. Biol

Chem. 1981;256(7):3199-206.

-64 -


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Capussotti%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12845985
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nuzzo%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12845985
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Polastri%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12845985
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Giuliante%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12845985
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Muratore%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12845985
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Giovannini%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12845985
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12845985

69-Vercesi AE. The role of Ca?* in the process of mithocondrial damage associated

with oxidative stress. Quimica Nova. 1993;16:381-4.

70-Grace PA. Ischemia-reperfusion injury. Br J Surg. 1994;81(5):637-47.

71-Rosser BG, Gores GJ. Liver cell necrosis: cellular mechanisms and clinical

implications. Gastroenterology. 1995;108(1):252-75.

72-Gores GJ, Herman B, Lemasters JJ. Plasma membrane bleb formation and

rupture: a common feature of hepatocellular injury. Hepatology. 1990;11(4):690-8.

73-Koo A, Komatsu H, Tao G, Inoue M, Guth PH, Kaplowitz N. Contribution of no-
reflow phenomenon to hepatic injury after ischemia-reperfusion: evidence for a role

for superoxide anion. Hepatology. 1992;15(3):507-14.

74-Woods HF, Krebs HA. Lactate production in the perfused rat liver. Biochem J.

1971;125(1):129-39.

75-Gorla N, Ferreyra EC, Villarruel MC, Fenos OM, Castro JA. Studies on the
mechanisms of glutathione prevention of carbon tetrachloride-induced liver injury.

Br J Exp Pathol. 1983;64(4):388-95.

76-Gores GJ, Nieminen AL, Fleishman KE, Dawson TL, Herman B, Lemasters JJ.
Extracellular acidosis delays onset of cell death in ATP-depleted hepatocytes. Am

J Physiol. 1988;255(3 Pt 1):C315-22.

77-Kamiike W, Burdelski M, Steinhoff G, Ringe B, Lauchart W, Pichimayr R. Adenine
nucleotide metabolism and its relation to organ viability in human liver

transplantation. Transplantation. 1988;45(1):138-43.

-65-



78-Metzger J, Lauterburg BH. Postischemic ATP levels predict hepatic function 24

hours following ischemia in the rat. Experientia. 1988;44(5):455-7.

79-Turrens JF. Mitochondrial formation of reactive oxygen species. J Physiol.

2003;552(2):335-44.

80-Boveris A, Chance B. The mitochondrial generation of hydrogen peroxide. General

properties and effect of hyperbaric oxygen. Biochem J. 1973;134(3):707-16.

81-Chen CH, Budas GR, Churchill EN, Disatnik MH, Hurley TD, Mochly-Rosen D.
Activation of aldehyde dehydrogenase-2 reduces ischemic damage to the heart.

Science 2008;321(5895):1493e5.

82-Liu SS. Generating, partitioning, targeting and functioning of superoxide in

mitochondria. Biosci Rep. 1997;17(3):259-72.

83-Fan C, Zwacka RM, Engelhardt JF. Therapeutic approaches for

ischemia/reperfusion injury in the liver. J Mol Med (Berl). 1999;77(8):577-92.

84-Elias-Miro M, Massip-Salcedo M, Jimenez-Castro M, Peralta C. Does adiponectin

benefit steatotic liver transplantation? Liver Transpl. 2011;17(9):993-1004.

85-Pretto EA. Cardiac function after hepatic ischemia-anoxia and reperfusion injury: a

new experimental model. Crit Care Med. 1991;19(9):1188-94.

86-De Tata V, Brizzi S, Saviozzi M, Lazzarotti A, Fierabracci V, Malvaldi G, et al.
Protective role of dehydroascorbate in rat liver ischemia-reperfusion injury. J Surg

Res. 2005;123(2):215-21.

-66 -



87-La Guardia PG, Alberici LC, Ravagnani FG, Catharino RR, Vercesi AE. Protection
of rat skeletal muscle fibers by either L-carnitine or coenzyme Q10 against statins
toxicity mediated by mitochondrial reactive oxygen generation. Front Physiol.

2013;4:103.

88-Kowaltowski Ad, Castilho RF, Vercesi AE. Mitochondrial permeability transition and

oxidative stress. FEBS Lett. 2001;495(1-2):12-5.

89-Arduini A, Mezzetti A, Porreca E, Lapenna D, Dedulia J, Marzio L, et al. Effect of
ischemia and reperfusion on antioxidant enzymes and mitochondrial inner
membrane proteins in perfused rat heart. Biochim Biophys Acta. 1988;970(2):113-

21.

90-Jassem W, Ciarimboli C, Cerioni PN, Saba V, Norton SJ, Principato G. Glyoxalase
Il and glutathione levels in rat liver mitochondria during cold storage in Euro-Collins

and University of Wisconsin solutions. Transplantation. 1996;61(9):1416-20.

91-Oliveira KA, Zecchin KG, Alberici LC, Castilho RF, Vercesi AE. Simvastatin
inducing PC3 prostate cancer cell necrosis mediated by calcineurin and

mitochondrial dysfunction. J Bioenerg Biomembr. 2008;40(4):307-14.

92-Nadanaciva S, Bernal A, Aggeler R, Capaldi R, Will Y. Target identification of drug
induced mitochondrial toxicity using immunocapture based OXPHOS activity

assays. Toxicol In Vitro. 2007;21(5):902-11.

93-Kaufmann P, Torok M, Zahno A, Waldhauser KM, Brecht K, Krahenbuhl S. Toxicity
of statins on rat skeletal muscle mitochondria. Cell Mol Life Sci. 2006;63(19-

20):2415-25.

-67-



94-Martinou JC, Green DR. Breaking the mitochondrial barrier. Nat Rev Mol Cell Biol.

2001:2(1):63-7.

95-Ravagnan L, Roumier T, Kroemer G. Mitochondria, the killer organelles and their

weapons. J Cell Physiol. 2002;192(2):131-7.

96-Kancirova |, Jasova M, Murarikova M, Carnicka S, Sumbalova Z, Ulicna O, et al.
Adaptive changes of rat heart mitochondrial respiration: response of remote

ischemic preconditioning. Cardiovasc Res. 2014;103(1):S74-5.

97-Chu MJ, Hickey AJ, Jiang Y, Petzer A, Bartlett AS, Phillips AR. Mitochondrial
dysfunction in steatotic rat livers occurs because a defect in Complex-lI makes the

liver susceptible to prolonged cold ischemia. Liver Transpl. 2015;21(3):396-407.

98-Velho JA, Okanobo H, Degasperi GR, Matsumoto MY, Alberici LC, Cosso RG, et
al. Statins induce calcium-dependent mitochondrial permeability transition.

Toxicology. 2006;219(1-3):124-32.

99-Tavintharan S, Ong CN, Jeyaseelan K, Sivakumar M, Lim SC, Sum CF. Reduced
mitochondrial coenzyme Q10 levels in HepG2 cells treated with high-dose
simvastatin: a possible role in statin-induced hepatotoxicity? Toxicol Appl

Pharmacol. 2007;223(2):173-9.

100- Sirvent P, Bordenave S, Vermaelen M, Roels B, Vassort G, Mercier J, et al.
Simvastatin induces impairment in skeletal muscle while heart is protected.

Biochem Biophys Res Commun. 2005;338(3):1426-34

101- Mitchell P. Coupling of phosphorylation to electron and hydrogen transfer by a

chemi-osmotic type of mechanism. Nature. 1961;191:144-8.

-68 -



102- Schneeberger S, Kuznetsov AV, Seiler R, Renz O, Meusburger H, Mark W, et
al. Mitochondrial ischemia-reperfusion injury of the transplanted rat heart: improved
protection by preservation versus cardioplegic solutions. Shock. 2008;30(4):365-

71.

103- Milerova M, Charvatova Z, Skarka L, Ostadalova |, Drahota Z, Fialova M, et al.
Neonatal cardiac mitochondria and ischemia/reperfusion injury. Mol Cell Biochem.

2010;335(1-2):147-53.

104- Manintveld OC, Sluiter W, Dekkers DH, te Lintel Hekkert M, Lamers JM,
Verdouw PD, et al. Involvement of reperfusion injury salvage kinases in
preconditioning depends critically on the preconditioning stimulus. Exp Biol Med

(Maywood). 2012;236(7):874-82.

105- Varikmaa M, Guzun R, Grichine A, Gonzales-Granillo M, Usson Y, Boucher F,
et al. Matters of the heart in bioenergetics: mitochondrial fusion into continuous
reticulum is not needed for maximal respiratory activity. J Bioenerg Biomembr.

2013:45(4):319-31.

106- Lou PH, Lucchinetti E, Zhang L, Affolter A, Schaub MC, Gandhi M, et al. The
mechanism of intralipid-mediated cardioprotection Complex IV inhibition by the
active metabolite, palmitoylcarnitine, generates reactive oxygen species and

activates reperfusion injury salvage kinases. PLoS One. 2014;9(1):e87205.

107- Scandroglio F, Tortora V, Radi R, Castro L. Metabolic control analysis of
mitochondrial aconitase: influence over respiration and mitochondrial superoxide

and hydrogen peroxide production. Free Radic Res. 2014;48(6):684-93.

-69 -



108- Halliwell B, Gutteridge JM. Biologically relevant metal ion-dependent hydroxyl

radical generation. An update. FEBS Lett. 1992;307(1):108-12.

109- Picard M, Taivassalo T, Ritchile D, Wright KJ, Thomas MM, Romestaing C, et
al. Mitochondrial structure and function are disrupted by standard isolation

methods. PloS One. 2011;6(3):e18317.

110- Kuznetsov AV, Strobl D, Ruttmann E, Kdnigsrainer A, Margreiter R, Gnaiger E.
Evaluation of mitochondrial respiratory function in small biopsies of liver. Anal

Biochem.2002;305(2):186-94.

111- Morin D, Pires F, Plin C, Tillement JP. Role of the permeability transition pore
in cytochrome C release from mitochondria during ischemia-reperfusion in rat liver.

Biochem Pharmacol. 2004;68(10):2065-73.

112- Jorge GL, Tartaro RR, Escanhoela CAF, Boin IFSF. Later evaluation of
ischemia and reperfusion by the Pringle Maneuver in Wistar rats, demonstrating

that hepatic lesions can be reversible. Transplant Proc 2017;49:898e901.

113- Quireze Jr C, Speranzini MB, Montero EFS, Juliano Y, Novo NF, Nigro AJT.
Efeito da hipotermia hepatica na isquemia e reperfusao em ratos. Acta Cir. Bras.

2000;15(1).

114- Bolli R. The late phase of preconditioning. Circ Res. 2000;87(11):972-83.

115- Ku Y, Tominaga M, Fukumoto T, Nishida T, Maeda |, Kitagawa T, et al.
Evaluation of role of leukocytes in hepatic reperfusion injury using a novel leukocyte
removal system and nitro blue tetrazolium perfusion. Transplant Proc.
1995;27(1):718-20.

-70 -


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kuznetsov%20AV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12054447
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Strobl%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12054447
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ruttmann%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12054447
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=K%C3%B6nigsrainer%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12054447
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Margreiter%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12054447
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gnaiger%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12054447
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Morin%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15476677
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pires%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15476677
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Plin%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15476677
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tillement%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15476677
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15476677

116- Santos JS, Zucoloto S, Castro e Silva Jr O, Salgado Jr W, Ceneviva R. Modelos
experimentais de pesquisa em cirurgia: cirrose biliar secundaria. Sdo Paulo:

1998;34:377-8.

117- Szabo C, Zingarelli B, Salzman AL. Role of poly-ADP ribosyltransferase
activation in the vascular contractile and energetic failure elicited by exogenous and

endogenous nitric oxide and peroxinitrite. Circ Res. 1996;78:1051e63.

118- Wang Y, Shen J, Xiong X, Xu Y, Zhang H, Huang C, et al. Remote Ischemic
Preconditioning Protects against Liver Ischemia-Reperfusion Injury via Heme

Oxygenase-1-Induced Autophagy. PLoS One. 2014; 9(6): €98834.

119- Man K, Fan ST, Ng IO, Lo CM, Liu CL, Wong J. Prospective evaluation of
Pringle maneuver in hepatectomy for liver tumors by a randomized study. Ann Surg

1997;226:704e13.

-71-


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24914543
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shen%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24914543
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xiong%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24914543
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24914543
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24914543
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Huang%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24914543
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4051645/

ANEXO | - Aprovagdo do Comité de Etica do Artigo 1

ANEXOS

RN o,
%‘}" f/'m"‘\ y
UNIBAWE L &

CEUA/UNICAMP

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Estudo metabélico e morfolégico tardio do rato
Wistar, apés tempos variados de isquemia/reperfuséo hepatica, pela manobra de

Pringle", protocolo n° 3905-1, sob a responsabilidade de Prof. Dra. llka de Fatima Santana

Ferreira Boin / Rodolfo Dos Reis Tartaro, que envolve a produgdo, manutengdo e/ou

utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem)
para fins de pesquisa cientifica ou ensino, encontra-se de acordo com os preceitos da LEI
N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso
cientifico de animais e do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal -
CONCEA, e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP, em reunido de 08 de junho de 2015.

Vigéncia do projeto: 03/2016-03/2017

Espécie/Linhagem: Rato heterogénico / Wistar
No. de animais: 35

Peso/ldade: 08 semanas / 300gr
Sexo: machos
Origem: CEMIB/UNICAMP

A aprovacdo pela CEUA/UNICAMP nao dispensa autorizag&o prévia junto ao IBAMA,
SISBIO ou CiBio.

Campj as, 08 de junho de 2015.
/

2 2TV, —

Profa. Dra. Liana Maria Cardoso Verinaud
Presidente

"_
Fatima Alonso
Secretéria Executiva

-72-



ANEXO Il - Aprovacédo do Comité de Etica do Artigo 2

A
«.\V

unNIzAMP

CEUA/Unicamp

Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto "ESTUDO METABOLICO E MORFOLOGICO
DO POS OPERATORIO DO RATO WISTAR APOS ISQUEMIA/REPERFUSAO
HEPATICA, PELA MANOBRA DE PRINGLE" (protocolo n° 3042-1), sob a
responsabilidade de Profa. Dra. llka _de Fatima Santana Ferreira Boin /

Gracinda De Lourdes Jorge, estd de acordo com os Principios Eticos na

Experimentacdo Animal adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratério (SBCAL) e com a legislagéo vigente, LEI N° 11.794, DE
8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de
animais, e o DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 08 de abril de 2013.

Camplrﬁas 08 de abril de 2013.

(/%ﬁ/\mmumﬂ \ Q»W\%ﬁ

Profa. Dra Ang/Mana A Gugaldo Fatima Alonscic/

Presidente Secretaria Executiva

CEUA/UNICAMP Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br
13083-970 Campinas, SP — Brasil hitp:/Awww.ib.unicamp.br/ceea/
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ANEXO Ill - Direitos autorais
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ciseviek (hitps:/iwww.elsevier.com/) QB (https:/icheckout elsevier.com/cart) ——

Casa (https:/Awww.els...- Sobre (https:/iwww... - Politicas (https:/Aw... - direito autoral (http... - Permissoes (https/...

Permissoes

Como regra geral, deve ser solicitada permisséo do detentor dos direitos para reproduzir qualquer parte
substancial de uma obra protegida por direitos autorais. Isso inclui qualquer texto, ilustragdes, graficos,
tabelas, fotografias ou outro material de fontes publicadas anteriormente. Obter permissado para reutilizar o
contetido publicado pela Elsevier & simples. Siga o guia abaixo para obter um caminho rapido e facil para
obter permisséo.

Diretrizes de permissdo (htips://www.elsevier.com/about/policies/copyright/permissions#guidelines) Contetdo Scienc

3

Instrugdes de permisséo

Para obter mais orientacdes sobre como obter permissao, consulte nossas Perguntas frequentes abaixo:

Quando a permissao € necessaria? (https://www.elsevier.com/about/policies/copyright/permissions#)

Quando a permissao n&o é necessaria? (https://www.elsevier.com/about/policies/copyright/permissions#)

De quem eu preciso de permissao? (https://www.elsevier.com/about/policies/copyright/permissionsi#)

Como obtenho permissao para usar fotografias ou ilustracdes? (https://www.elsevier.com/about/policies/copyright/;
Preciso obter permiss&o para usar o material publicado em um site? (https://www.elsevier.com/about/policies/copyr
Quais direitos a Elsevier exige ao solicitar permiss&o? (https://www.elsevier.com/about/policies/copyright/permissio
Como obtenho permiss&o de outro editor? (hitps://www.elsevier.com/about/policies/copyright/permissions#)

O que é o Rightslink? (https://www.elsevier.com/about/policies/copyright/permissions#)

O que devo fazer se nao conseguir localizar o proprietario dos direitos autorais? (https://www.elsevier.com/about/pc
Posso obter permissado de uma Organizacéo de Direitos de Reprodugdo (RRO)? (https://www.elsevier.com/about/p«
A Elsevier ¢ uma editora signatéria do STM? (https://www.elsevier.com/about/policies/copyright/permissions#)
Preciso solicitar permiss&o para reutilizar o trabalho de outro editor do STM? (https://www.elsevier.com/about/polici
Preciso solicitar permiss&o para enviar texto para o contetido da Elsevier? (https://www.elsevier.com/about/policies,

Posso incluir / usar meu artigo em minha tese / dissertagéo? (https://www.elsevier.com/about/policies/copyright/per

Sim. Os autores podem incluir seus artigos, no todo ou em parte, em uma tese ou dissertagéo para fins no
comerciais.

Quais usos de um trabalho Elsevier vé como uma forma de 'publicacéo prévia'? (https://www.elsevier.com/about/po

Como obtenho permissédo para usar o material do Elsevier Journal, como figuras, tabelas ou trechos de
texto, se a solicitagéo estiver-dentro-das-diretrizes-de-permissdes-do-STM2 thitps/wwwelseviercom/about/potictes

(https://www.elsevier.com/about/policies/copyright/permissions#top)
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2 Gomo oblRAORRINISSERR A yisar 0 material do Elsevier J°“ma'q°°"\,se,~lﬂﬂ+§s§§/&?e%%ﬁisgéu?ee!b%m%m =

“~*texto, se a quantidade de material que desejo usar ndo se enguadra nos limites livres estabelecidos nas
diretrizes de permissdes do STM? (https://www.elsevier.com/about/policies/copyright/permissions#)

Como obtenho permissdo para usar o material do Elsevier Book, como figuras, tabelas ou trechos de texto? (https:/,

Como obtenho permissao para usar material da Elsevier que NAO esteja no ScienceDirect ou na Clinical
Key? (https://www.elsevier.com/about/policies/copyright/permissions#)

Posso usar material do meu artigo da Elsevier na minha tese / dissertagéo? -

As an Elsevier journal author, you have the right to Include the article in a thesis or dissertation (provided that

this is not to be published commercially) whether in full or in part, subject to proper acknowledgment; see the
Copyright page (https://www.elsevier.com/about/policies/copyright) for more information. No written

permission from Elsevier is necessary.

This right extends to the posting of your thesis to your university’s repository provided that if you include the
published journal article, it is embedded in your thesis and not separately downloadable.

Posso modificar uma figura depois de receber permisséo para usa-la? (https://www.elsevier.com/about/policies/cop
Posso modificar o material Lancet? (https://www.elsevier.com/about/policies/copyright/permissions#)

Como obtenho copias de um livro em um formato adequado para uma pessoa com deficiéncia? (https://www.elsevie
Qual é a politica do Instituto Nacional de Satide (NIH) para depositar artigos no PubMed Central? (https://www.elsev
Como devo reconhecer o material da Elsevier? (https://www.elsevier.com/about/policies/copyright/permissions#)
Como fago para configurar uma conta Rightslink? https://www.elsevier.com/about/policies/copyright/permissions#)
Como autor de um livro da Elsevier, posso postar meu capitulo em um site? (https://www.elsevier.com/about/policie
Como solicito permisséo para usar imagens NETTER? (https://www.elsevier.com/about/policies/copyright/permissic
Posso postar meu artigo da Elsevier no meu Repositorio Institucional? (https://www.elsevier.com/about/policies/cop
Como posso compartilhar meu artigo da Elsevier (Compartihamento académico)? (https://www elsevier.com/about/
Posso postar meu artigo no ArXiv? (https://www.elsevier.com/about/policies/copyright/permissions#)

Posso postar meu artigo no ResearchGate sem violar os direitos autorais? (https://www.elsevier.com/about/policies,

Qual ¢ a politica da Elsevier sobre o uso de fotografias de pacientes? (https://www.elsevier.com/about/policies/copy

Onde posso encontrar o formulario de solicitagdo de permissao da Elsevier para solicitar a permissao de
outro detentor de direitos autorais? (https://www.elsevier.com/about/policies/copyright/permissions#)

Obtencao de permissao para usar o conteudo no ScienceDirect

Se o contetido que vocé deseja reutilizar estiver no ScienceDirect, (http://www.sciencedirect.com/) vocé
podera solicitar permissao usando o servico Rightslink® do Copyright Clearance Center. Basta seguir os
passos abaixo:

} Locate your desirmd °W¥ﬁ1§§?/§ﬁ}mf§l§9ﬁr%§?}%§dﬂ§6!?61‘&?66%?#&??()‘5%958%{95‘5%0p)

users can view open access content and abstracts for free simply by clicking on the article or chapter title.

-75-



ANEXO 1V - Certificados de Apresentacdo em Congressos Nacionais e

Internacionais

CONGRESSON~

BRASILEIRO _Umo
NSPLANTESN gourbon cataratas

Foz do Iguacu/PR
182a21de outubro

Certificamos que

O trabalho A ISQUEMIA COM PRE-CONDIONAMENTO EM RATO WISTAR, MATEM A
RESPIRAGAO MITOCONDRIAL, MESMO COM LEVE DISTURBIO HEPATOCELULAR

Participou do XV CONGRESSO BRASILEIRO DE TRANSPLANTES 2017, realizado em Foz do

Iguagu, PR, de 18 a 21 de outubro de 2017, na qualidade de Tema Livre Poster.

Autores: Rodolfo dos Reis Tartaro, Gracinda de Lourdes Jorge, llka de Fatima Santana Ferreira Boin

Sao Paulo, 21 de outubro 2017

@?m WE:EN,#\P

ROBERTO C. MANFRO JOSE MEDINA PESTANA JuLioc IEDERKEHR
Presidente ABTO Presidente Conselho Presidenteldo XV Congresso
Consultivo ABTO Brasileiro de Transplantes 2017

REALIZACAO

b oo

Associagao Brasileira de Transplante de Orgaos

-76 -



Certificamos que o trabalho

A isquemia com pré-condionamento em rato Wistar, mantém a
respiracao mitocondrial, mesmo com leve disturbio

hepatocelular

dos autores Rodolfo dos Reis Tartaro Gracinda de Lourdes Jorge Ilka de
Fatima Santana Ferreira Boin
foi apresentado na forma de Poster.
no XXIV CONGRESSO BRASILEIRO DE HEPATOLOGIA, realizado
no periodo de 04 a 07 de outubro de 2017, no Sheraton Reserva do Paiva
Hotel & Convention Center em Recife/PE

Edunudo  Lofes

J, \
), g
jl.ol \ e e

Andna. Trwe. Bahrde

Edmundo Pessoa de Almeida Lopes

P da Sociedade Brasilel

de Hepatologia Gestio 201872017

Edna Strauss

Secretaria Geral da Sociedade Brasileira
«de Hepatologia Gestio 20162017

Andrela Déria

Coordenadora da Comissio de Temas
Livres XXIV Congresso Brasileire
De Hepatologia
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Certificamos que Rodolfo dos Reis Tartaro juntamente com os coautores Rodolfo dos Reis Tartaro, Gracinda de Lourdes Jorge, Antonio
Henrique Dianin, Cecilia Amélia Fazzio Escanhoela, Ilka de Fatima Santana Ferreira Boin. apresentou o trabalho: A isquemia com pré-
condicionamento em rato Wistar, mantém a respiracao mitocondrial, mesmo com leve distarbio hepatocelular no formato de poster na

112 Semana de Pesquisa, realizada de 17 a 19 de maio de 2018.

Ve ytue /\\occo) \ho?x XA}Q

Prof. Dr. Roberto Teixeira Mendes Prof.2 Dr.2 Maria Luiza Moretti Prof. Dr. Rogéf Frigério Castilho
Diretor Associado da FCM Comissdo de Pesquisa - FCM Comiss3o de Pesquisa
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Xl CONGRESSO

PORTUGUES '
TRANSPLANTACAO

XV CONGRESSO
) BRASILEIRO
CERTIFICADO DE APRESENTACAO DE TRANSPLANTACAO

Il ENCONTRO IBERICO
Certifica-se que o trabalho DE TRANSPLANTACAO

- - ’ 13-15 OUTUBRO 2016
RECUPERACAO DO SISTEMA DE FOSFORILAGCAO OXIDATIVA, APOS MANOBRA DE e

PALACIO HOTEL - PORTO - PORTUGAL

PRINGLE EM RATOS WISTAR

Gracinda de Lourdes Jorge , Rodolfo dos Reis Tartaro , Cecilia Amélia Fazzio Escanhoela, lka de Fatima
Santana Ferreira Boin

Foi apresentado sob a forma de COMUNICACAO ORAL no XV Congresso Luso Brasileiro
de Transplantacao, que decorreu de 13 a 15 de outubro de 2016, no Porto Palacio Hotel —
Porto — Portugal.

Porto, 15 de outubro de 2016

/%.?éko., . m _ / CL/ SRR 3T STSTITITSTSSTSTITTSTR

Susana Sampaio
Presidente do Congresso
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