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RESUMO: Objetivo: Comparar a lesão hepatocelular ocasionada pelo emprego do pré-condicionamento isquêmico e de duas
outras modalidades de clampeamento tríade portal: clampeamento contínuo e intermitente. Método: Quarenta ratos Wistar foram
divididos em quatro grupos de 10 animais cada. No Grupo Sham nenhuma espécie de clampeamento foi adotada. Nos outros três,
provocamos isquemia de quarenta minutos por meio do clampeamento do pedículo hepático. No Grupo I esta isquemia foi
contínua. No Grupo II, também contínua, mas precedida de cinco minutos de isquemia e 10 minutos de reperfusão (pré-
condicionamento isquêmico). No Grupo III foi realizada isquemia intermitente em ciclos de 10 min de isquemia e cinco minutos
de reperfusão. Para avaliar a lesão hepatocelular foi adotada a dosagem de transaminase glutâmico oxalacética (TGO), glutâmico
pirúvica (TGP) e lactato desidrogenase (LDH), aferidas no início e no final dos procedimentos. Resultados: Não houve diferença
estatística nos valores basais das enzimas estudadas, demonstrando uniformidade nos grupos. Os quatro grupos apresentaram
variação significativa de todas as enzimas entre os dois momentos de coleta, porém de forma diferenciada. A variação no Grupo
Sham foi menor que a do grupo II. Este foi semelhante ao grupo III e em todos a elevação foi significativamente menor que no
grupo I (D do Sham < D do Grupo II = D Grupo III < D Grupo I). Conclusão: Em ratos Wistar o clampeamento contínuo do
pedículo hepático, precedido de um ciclo de cinco minutos de isquemia e 10 minutos de reperfusão (pré-condicionamento
isquêmico) provoca menor lesão hepática do que o clampeamento contínuo e apresenta resultados comparáveis aos obtidos
através da utilização do clampeamento intermitente, em fígados normais submetidos a um período de isquemia hepática de 40
minutos e um tempo total de cirurgia de 60 minutos (Rev. Col. Bras. Cir. 2006; 33(6): 393-397).
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INTRODUÇÃO

Quando o fluxo sanguíneo aferente ao fígado é
interrompido, objetivando menor perda sanguínea durante
a secção do parênquima hepático, devemos lembrar que o
tecido remanescente está sendo privado do aporte de oxi-
gênio o que acarretará graus variáveis de lesão celular.
Tanto o sangramento excessivo quanto a isquemia celular
interferem diretamente na morbidade e mortalidade opera-
tórias.

Diversas substâncias liberadas durante o processo
de isquemia/reperfusão têm sido identificadas e seu papel no
dano celular, estudados1-6. Frente a este fato,  seguiram-se os
trabalhos com a intenção de avaliar a interferência na libera-
ção destas substâncias no tecido hepático 4,7-11.

Este experimento reproduz situações de isquemia he-
pática com o objetivo de avaliar e comparar o dano celular
hepático, por meio da dosagem enzimática, com a utilização
do pré-condicionamento isquêmico com outras duas modali-
dades de clampeamento da tríade portal: clampeamento contí-
nuo e intermitente.

MÉTODO

Foram utilizados 40 ratos Wistar, pesando entre 280 e
370 gramas provenientes do Centro de Cirurgia Experimental
do Departamento de Cirurgia da Faculdade de Medicina da
U.F.R.J. O presente estudo foi aprovado pela Comissão de
Ética em Pesquisa em Animais de Laboratório - CEPAL-UFRJ.
Todos os animais foram mantidos em condições idênticas de
alimentação e água, oferecidos, sem restrição, no período pré-
operatório. Foram submetidos ao jejum de 12 horas , sendo
aleatória a escolha do animal na composição dos grupos. A
indução da anestesia foi obtida com éter em campânula fecha-
da onde o animal era alocado. Após a perda da consciência
era transferido para a mesa cirúrgica e fixado. Realizava-se
tricotomia abdominal ampla e anti-sepsia com
polivinilpirrolidona iodo. Era administrado, a seguir, por via
intraperitoneal 10 mg/kg de cetamina e 60 mg/kg de xilazina.
Aguardava-se aproximadamente 5 minutos para a ação das
drogas para então iniciar a operação. O acesso à cavidade
abdominal foi obtido por meio de incisão mediana, partindo
do apêndice xifóide e estendendo-se 5 cm no sentido caudal.
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As amostras de sangue foram colhidas, por
cateterismo da veia cava inferior infra-hepática com extracath
número 22, no início e ao final de 60 minutos de procedimento
operatório. Estas amostras eram acondicionadas, centrifugadas
e analisadas no mesmo dia para dosagem de transaminase
glutâmico oxalacética (TGO), transaminase glutâmico pirúvica
(TGP) e lactato desidrogenase (LDH).

Os quarenta animais foram distribuídos aleatoriamen-
te em 4 grupos de 10 animais cada de acordo com o procedi-
mento utilizado (Figura 1). No Grupo Sham nenhuma espécie
de clampeamento foi adotada. Nos outros três, provocamos
isquemia de quarenta minutos por meio do clampeamento do
pedículo hepático. No Grupo I esta isquemia foi contínua. No
Grupo II, também contínua, mas precedida de 5 minutos de
isquemia e 10 minutos de reperfusão (pré-condicionamento
isquêmico). No Grupo III foi realizada isquemia intermitente
em ciclos de 10 min de isquemia e 5 min de reperfusão.

Os resultados obtidos foram submetidos à análise es-
tatística pelas técnicas de análise variância one way (TGO, TGP),
ANOVA de Kuskal-Wallis (LDH), teste t de Student emparelha-
do, teste de postos sinalizados de Wilcoxon e teste de varia-
ções múltiplas, dependendo do objetivo ou enzima a ser avalia-
do (a). Foi definido como significativo um p valor < 0,05.

RESULTADOS

Os valores obtidos pela dosagem das três enzimas
estudadas em cada animal, isoladamente, estão listados na
Tabela 1. Os quatro grupos foram considerados comparáveis
por apresentar o mesmo sexo, peso semelhante, por terem sido
submetidos às mesmas condições pré-operatórias e anestésicas
e por terem sido submetidos ao mesmo tempo operatório.

Análise Estatística

Houve diferença significativa nas variações absolu-
tas de TGO (p=0,0001), TGP (p=0,0001) e LDH (p=0,0001) entre
os grupos, mas de forma diferenciada (Figuras 2,3,4). A varia-
ção média da TGO do grupo Sham foi significativamente me-
nor que dos grupos GI, GII e GIII; e no grupo GI foi significa-
tivamente maior que nos grupos GII e GIII, ao nível de 5%.
Não houve diferença significativa entre os grupos GII e GIII.

Os grupos apresentaram, portanto, um aumento
enzimático estatisticamente significativo do início para o final
da cirurgia, porém de forma diferenciada, ou seja:

D do Sham <  D do Grupo II = D Grupo III <  D Grupo I

DISCUSSÃO

A interrupção, por um curto período, do fluxo san-
guíneo aferente ao fígado, seguido de reperfusão por um tem-
po variável, protege o órgão de um segundo, e mais prolonga-
do, clampeamento. Tentou-se neste trabalho, então, reprodu-
zir os mesmos bons resultados do PI em fígados de ratos nor-
mais submetidos a um período prolongado de isquemia.

Além das enzimas estudadas, outras substâncias, bem
como as alterações histológicas e celulares têm sido utilizadas
para quantificar o grau de lesão hepática, como a atividade
inflamatória, índice de apoptose, ativação de células de
Kupffer, interação leucócito-endotelial e o estado redox
mitocondrial 12-14. Também destacam-se estudos com os níveis
de xantina e o grau de conversão de xantina-desidrogenase
em xantina-oxidase4,15, produção do fator de necrose tumoral
alfa (TNF-alfa), a expressão de RNAm5,16,17 ou a geração de
radicais livres10. Enfim, uma série de substâncias, sejam elas
intracelulares, mediadores inflamatórios, assim como altera-
ções microcirculatórias, histológicas ou celulares podem ser
empregadas com segurança neste tipo de avaliação18.

Figura 1 - Divisão dos grupos de acordo com a operação proposta. Figura 4 - Variação absoluta da LDH segundo o grupo.

Figura 3 - Variação absoluta do TGP segundo o grupo.

Figura 2 - Variação absoluta do TGO segundo o grupo.
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Foi selecionada neste estudo a concentração sérica
das transaminases glutâmico oxalacética (TGO) e glutâmico-
pirúvica (TGP), assim como da lactato desidrogenase (LDH)
como parâmetro de lesão celular. Apesar de existirem muitas
opções entre as substâncias utilizadas para qualificar e
quantificar a lesão isquêmica do hepatócito, optou-se pela
dosagem de TGO, TGP e LDH pela  facilidade de execução e
pela grande freqüência com que são utilizadas sejam isolada-
mente ou acompanhadas de outros métodos de avaliação 2,5-

7,11,14,16,17,19-23. Além disso, são efetivamente as mais utilizadas
na prática clínica para o acompanhamento dos pacientes.

Para que não houvesse interferência do tempo ope-
ratório e anestésico nos resultados, manteve-se nos quatro
grupos o mesmo tempo operatório (60 minutos) e nos três
submetidos a clampeamentos, o mesmo tempo de isquemia
(40 minutos).

Como resultado deste experimento, obteve-se eleva-
ção média das três enzimas estudadas em todos os quatro

Tabela 1 - Resultado das dosagens enzimáticas em toda a amostra (UI/L).

Grupos Animais TGO TGP LDH
Início Final Início Final Início Final

1 195 227 74 94 2432 4840
2 256 310 76 344 3095 3187
3 354 400 247 305 1593 1954
4 285 320 70 92 1441 1820

Grupo Sham 5 274 300 138 153 2320 2540
6 700 815 380 415 1860 2135
7 320 630 95 110 1580 1705
8 230 195 160 254 1742 2028
9 340 370 215 205 2023 2210

10 253 285 83 148 2358 2490

1 300 2130 100 3980 3660 6660
2 460 1900 304 1960 5385 7995
3 282 1280 71 1890 4080 6020
4 253 1350 99 1725 1785 5480

Grupo I (CC) 5 460 1730 250 2064 1635 7950
6 215 1380 125 3432 1890 5815
7 360 2200 146 1914 2064 8945
8 235 1820 178 2546 3210 9028
9 260 1500 240 3685 2280 6645

10 195 2080 86 2671 2030 5304

1 245 780 94 845 2345 3875
2 324 1054 156 1032 1750 2987
3 286 958 142 946 3128 4685
4 278 845 127 1430 1895 3054

Grupo II (PI) 5 366 935 230 1105 1640 2648
6 402 1204 309 1824 3834 5684
7 298 598 89 739 2405 4285
8 350 890 176 1083 1687 3258
9 434 1234 208 995 2654 3068

10 258 827 74 968 1986 4569

1 438 1042 216 950 3900 3890
2 278 850 85 833 4020 3500
3 244 1127 75 910 3390 4188
4 147 807 35 940 2625 4818

Grupo III (CI) 5 269 690 125 1023 1550 2554
6 310 575 205 1650 1865 2845
7 220 550 98 755 2085 3400
8 245 735 160 964 2604 4030
9 270 815 183 1048 2320 3145

10 315 780 324 1790 3115 5200
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grupos entre o início e o final da operação. As variações da
TGO no grupo Sham não foram significativas (p=0,057). No
entanto, o mesmo não aconteceu com as alterações da TGP e
LDH neste grupo que apresentaram um p valor de 0,046 e
0,002 respectivamente. Acreditamos que estas alterações sig-
nificativas possam decorrer da resposta ao trauma cirúrgico/
anestésico, combinado à diminuição da volemia pela coleta de
sangue, mas não houve estudo específico a este respeito.
Nos demais grupos houve alteração bastante significativa
(p=0,0001) nos níveis de TGO e TGP. As variações da LDH,
apesar de estatisticamente significativas não foram tão inten-
sas quanto das outras duas enzimas.

Quando comparados os quatro grupos entre si, obser-
vou-se diferença significativa nas variações absolutas das três
enzimas entre eles (p=0,0001). Desta forma, pode-se notar que
todos os grupos apresentaram elevação significativa nos ní-
veis séricos das enzimas estudadas do início para o final da
cirurgia, porém de forma diferenciada. A variação no grupo Sham
foi menor que a do grupo II, que foi semelhante ao do grupo III
que foi menor do que a do grupo I (D do Sham < D do Grupo II
= D Grupo III < D Grupo I). A análise destes dados nos permitiu
verificar que tanto o clampeamento intermitente quanto o pré-
condicionamento isquêmico provocam mais lesão hepática que
o grupo Sham, porém em menor intensidade que no grupo de
isquemia contínua. Não houve vantagem estatística na utiliza-
ção de um ou outro método de proteção tecidual hepática. Pare-
ce-nos, entretanto, que o emprego do PI traria vantagens à
adoção do CI por evitar as freqüentes interrupções no procedi-
mento cirúrgico, necessárias neste último.

A função citoprotetora do pré-condicionamento
isquêmico (PI) verificada no estudo vem ao encontro de resul-
tados semelhantes encontrados nas recentes publicações cien-
tíficas. Vale destacar os benefícios de uma isquemia de 5 minu-
tos precedendo outros 30 minutos sem perfusão hepática, quan-
do comparados a um grupo isquêmico para controle12. Traba-
lhos recentes demonstraram vantagens do PI em fígados trans-
plantados3,17, confirmando o experimento de Fernandez, em
Barcelona15. Assim como no nosso estudo, Rudiger14 compa-
rou os resultados do PI com os obtidos pelo CI. Apresentou
uma conclusão interessante. Tanto o pré-condicionamento
isquêmico quanto o clampeamento intermitente são efetivos na
proteção hepatocelular em períodos de isquemia prolongada. O

PI foi superior ao CI em períodos de até 75 minutos por não
estar associado à perda sanguínea durante a transecção hepá-
tica. Entretanto, para períodos mais prolongados (acima de 75
minutos) o CI mostrou-se superior. Iwasaki 2, em trabalho expe-
rimental, mostrou a somatória dos benefícios do pré-condicio-
namento isquêmico em relação ao clampeamento intermitente.
Dividiu seus animais em 5 grupos: grupo sham, isquemia contí-
nua com ou sem PI e isquemia contínua com ou sem PI. Con-
cluiu que o PI exerce um maior efeito protetor quando a isquemia
hepática é intermitente. Glanemann13, também comprova o be-
nefício citoprotetor do PI e sugere que um dos possíveis meca-
nismos envolvidos, os quais ainda não estão completamente
compreendidos, seja a preservação do estado redox das
mitocôndrias, garantido pela prevenção da ativação das células
de Kupffer e da falência de perfusão sinusoidal. Outro possível
mecanismo envolvido foi descrito por Teoh6 em 2002. Trata-se
da ativação de substâncias associadas à entrada dos hepatócitos
no ciclo celular, um efeito biológico crítico que favorece a
sobrevida do fígado contra a injúria de isquemia/reperfusão. O
metabolismo das xantinas, o fator de necrose tumoral alfa, a
regulação microcirculatória entre outros também têm sido en-
volvidos nos bons resultados do PI 3, 5, 15, 17.

Vários trabalhos, no entanto, que compararam diver-
sas modalidades de clampeamento, mesmo que com a utilização
de intervalos de isquemia e reperfusão diferentes ou de animais
doentes ou sadios, chegaram às mesmas conclusões: há bene-
fício da utilização do clampeamento intermitente e do pré-condi-
cionamento isquêmico, especialmente em situações de necessi-
dade de isquemia prolongada. A opção entre os métodos de-
penderá da resposta hemodinâmica do paciente a um período
maior de isquemia hepática contínua comparada ao maior tem-
po operatório proporcionado pela isquemia intermitente.

Os dados encontrados em nossa experimentação nos
permitiram concluir que em ratos de Wistar o clampeamento
contínuo do pedículo hepático, precedido de um ciclo de 5
minutos de isquemia e 10 minutos de reperfusão (pré-condici-
onamento isquêmico) provoca menor lesão hepática do que o
clampeamento contínuo e apresenta resultados comparáveis
aos obtidos através da utilização do clampeamento intermi-
tente, em fígados normais submetidos a um período de
isquemia hepática de 40 minutos e um tempo total de cirurgia
de 60 minutos.

ABSTRACT

Background: To compare the hepatocyte injury due to the employment of previous ischemic conditioning and two other commonly
used maneuvers for clamping the portal triad : continuous clamping and intermittent clamping. Methods: 40 Wistar rats were divided
in 4 groups .On the SHAM group, no clamping was performed. On the other 3 groups , a 40 minutes ischemia was induced by
clamping the portal triad. On the Group I we performed a continuous ischemia . On the Group II , before the continuous clamping ,
a 5 minutes ischemia and a 10 minutes reperfusion was performed (i.e. previous ischemic conditioning).On Group III an intermittent
clamping was performed in a 10 minutes ischemia and 5 minutes reperfusion cycle. In order to assess the hepatocyte injury, the
Oxalacetic transaminase (SGOT), the pyruvic transaminase (SGPT) , as well the lactic desidrogenase (LDH) were titled before and
after the procedures. Results: There was no difference between the values of the starting samples on all the groups , revealing the
uniformity of them. The four groups presented significant differences in the  starting and ending samples. The odds of SHAM group
were lesser significant then in the Group II , that was similar to the group III and in all the groups the rising was significant lower then
the Group I (Δ SHAM < Δ Group II = Δ Group III < Δ Group I). Conclusions: On Wistar rats , the continuous  clamping after the
previous ischemic conditioning ,  induced a minor hepatocyte injury in comparison to the continuous clamping alone and is similar to
the intermittent clamping in normal livers, submitted to 40 minutes of  hepatic clamping in a whole 60 minutes procedure.

Key-words: Liver; Ischemia; Reperfusion; Rats, Wistar.
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