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AVALIACAO BIOQUIMICA DOS EFEITOS DO PRE-CONDICIONAMENTO
ISQUEMICO APOS ISQUEMIA E REPERFUSAO HEPATICA EM RATOS

BIOCHEMICAL ASSESSMENT OF ISCHEMIC PRECONDITIONING AFTER HEPATIC

ISCHEMIA AND REPERFUSION IN RATS
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RESUMO: Objetivo: Comparar a lesdo hepatocelular ocasionada pelo emprego do pré-condicionamento isquémico e de duas
outras modalidades de clampeamento triade portal: clampeamento continuo 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 trés,
provocamos isquemia de quarenta minutos por meio do clampeamento do pediculo hepdtico. No Grupo I esta isquemia foi
continua. No Grupo 1I, também continua, mas precedida de cinco minutos de isquemia e 10 minutos de reperfusdo (pré-
condicionamento isquémico). No Grupo III foi realizada isquemia intermitente em ciclos de 10 min de isquemia e cinco minutos
de reperfusdo. Para avaliar a lesdo hepatocelular foi adotada a dosagem de transaminase glutamico oxalacética (TGO), glutamico
piruvica (TGP) e lactato desidrogenase (LDH), aferidas no inicio e no final dos procedimentos. Resultados: Ndo houve diferenca
estatistica nos valores basais das enzimas estudadas, demonstrando uniformidade nos grupos. Os quatro grupos apresentaram
variacdo significativa de todas as enzimas entre os dois momentos de coleta, porém de forma diferenciada. A variagdo no Grupo
Sham foi menor que a do grupo Il. Este foi semelhante ao grupo Il e em todos a elevagdo foi significativamente menor que no
grupo I (D do Sham < D do Grupo II = D Grupo III < D Grupo I). Conclusdo: Em ratos Wistar o clampeamento continuo do
pediculo hepatico, precedido de um ciclo de cinco minutos de isquemia e 10 minutos de reperfusdo (pré-condicionamento
isquémico) provoca menor lesdo hepatica do que o clampeamento continuo e apresenta resultados compardveis aos obtidos
através da utilizagdo do clampeamento intermitente, em figados normais submetidos a um periodo de isquemia hepdatica de 40

minutos e um tempo total de cirurgia de 60 minutos (Rev. Col. Bras. Cir. 2006, 33(6): 393-397).

Descritores: Figado; Isquemia; Reperfusdo; Ratos Wistar.

INTRODUGAO

Quando o fluxo sanguineo aferente ao figado ¢
interrompido, objetivando menor perda sanguinea durante
a seccao do parénquima hepatico, devemos lembrar que o
tecido remanescente esta sendo privado do aporte de oxi-
génio o que acarretara graus variaveis de lesdo celular.
Tanto o sangramento excessivo quanto a isquemia celular
interferem diretamente na morbidade e mortalidade opera-
torias.

Diversas substancias liberadas durante o processo
de isquemia/reperfusao tém sido identificadas e seu papel no
dano celular, estudados'. Frente a este fato, seguiram-se os
trabalhos com a intengdo de avaliar a interferéncia na libera-
¢do destas substancias no tecido hepatico *7!.

Este experimento reproduz situagdes de isquemia he-
patica com o objetivo de avaliar e comparar o dano celular
hepatico, por meio da dosagem enzimadtica, com a utilizacao
do pré-condicionamento isquémico com outras duas modali-
dades de clampeamento da triade portal: clampeamento conti-
nuo e intermitente.

METODO

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 Comissao de
Etica em Pesquisa em Animais de Laboratorio - CEPAL-UFRIJ.
Todos os animais foram mantidos em condi¢des idénticas de
alimentacao e agua, oferecidos, sem restri¢ao, no periodo pré-
operatorio. Foram submetidos ao jejum de 12 horas , sendo
aleatdria a escolha do animal na composi¢@o dos grupos. A
indugdo da anestesia foi obtida com éter em campanula fecha-
da onde o animal era alocado. Apos a perda da consciéncia
era transferido para a mesa cirurgica 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 acao das
drogas para entdo iniciar a operagdo. O acesso a cavidade
abdominal foi obtido por meio de incisdo mediana, partindo
do apéndice xifdide 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-hepatica com extracath
numero 22, no inicio ¢ ao final de 60 minutos de procedimento
operatdrio. Estas amostras eram acondicionadas, centrifugadas
e analisadas no mesmo dia para dosagem de transaminase
glutdmico oxalacética (TGO), transaminase glutamico pirtvica
(TGP) e lactato desidrogenase (LDH).

Os quarenta animais foram distribuidos 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 trés, provocamos
isquemia de quarenta minutos por meio do clampeamento do
pediculo hepatico. No Grupo I esta isquemia foi continua. No
Grupo II, também continua, mas precedida de 5 minutos de
isquemia e 10 minutos de reperfusao (pré-condicionamento
isquémico). No Grupo III foi realizada isquemia intermitente
em ciclos de 10 min de isquemia e 5 min de reperfusao.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise es-
tatistica pelas técnicas de analise variancia one way (TGO, TGP),
ANOVA de Kuskal-Wallis (LDH), teste ¢ de Student emparelha-
do, teste de postos sinalizados de Wilcoxon e teste de varia-
¢des multiplas, 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 trés enzimas
estudadas em cada animal, isoladamente, estdo listados na
Tabela 1. Os quatro grupos foram considerados comparaveis
por apresentar o mesmo sexo, peso semelhante, por terem sido
submetidos as mesmas condigdes pré-operatorias e anestésicas
e por terem sido submetidos a0 mesmo tempo operatorio.

Analise Estatistica

Houve diferenga significativa nas variagdes 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-
¢ao 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 nivel de 5%.
Nao houve diferenca significativa entre os grupos GII e GIII.

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

Ddo Sham < Ddo Grupo II =D Grupo III < D Grupo 1

Perfusao I:I
Grupo IT Isquemia ’:
Grupo 111
Coletade'
S T TTTTTTITTTT Sa“g“e
o
I 5 minutos '

Figura 1 - Divisdo dos grupos de acordo com a operagdo proposta.
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DISCUSSAO

A interrup¢do, por um curto periodo, do fluxo san-
guineo aferente ao figado, seguido de reperfusdo por um tem-
po variavel, protege o 6rgao de um segundo, ¢ mais prolonga-
do, clampeamento. Tentou-se neste trabalho, entdo, reprodu-
zir os mesmos bons resultados do PI em figados de ratos nor-
mais submetidos a um periodo prolongado de isquemia.

Além das enzimas estudadas, outras substancias, bem
como as alteragdes histologicas e celulares tém sido utilizadas
para quantificar o grau de lesdo hepatica, como a atividade
inflamatoria, indice de apoptose, ativagdo de células de
Kupffer, interacdo leucécito-endotelial e o estado redox
mitocondrial '*'*. Também destacam-se estudos com os niveis
de xantina e o grau de conversdo de xantina-desidrogenase
em xantina-oxidase*", produgdo do fator de necrose tumoral
alfa (TNF-alfa), a expressao de RNAm*'“!” ou a geracao de
radicais livres'. Enfim, uma série de substéncias, sejam clas
intracelulares, mediadores inflamatorios, assim como altera-
¢des microcirculatorias, histologicas ou celulares podem ser
empregadas com seguranca neste tipo de avaliagéo!'s.
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Tabela 1 - Resultado das dosagens enzimaticas em toda a amostra (UI/L).

Grupos Animais TGO TGP LDH
Inicio Final Inicio Final Inicio Final
1 195 227 74 %) 2432 4840
2 256 310 76 344 3095 3187
3 354 400 247 305 1593 1954
4 285 320 70 R 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 34 1960 5385 7995
3 282 1280 71 1890 4080 6020
4 253 1350 9 1725 1785 5480
Grupo [ (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 %) 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 I (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 R 755 2085 3400
8 245 735 160 964 2604 4030
9 270 815 183 1048 2320 3145
10 315 780 324 1790 3115 5200

Foi selecionada neste estudo a concentragao sérica
das transaminases glutamico oxalacética (TGO) e glutamico-
piruvica (TGP), assim como da lactato desidrogenase (LDH)
como parametro de lesdo celular. Apesar de existirem muitas
opgdes entre as substancias utilizadas para qualificar e
quantificar a lesdo isquémica do hepatdcito, optou-se pela
dosagem de TGO, TGP e LDH pela facilidade de execugdo e
pela grande freqiiéncia com que sdo utilizadas sejam isolada-
mente ou acompanhadas de outros métodos de avaliagdo >*
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TILI41617.19-23 - Além disso, sdo efetivamente as mais utilizadas
na pratica clinica para o acompanhamento dos pacientes.

Para que ndo houvesse interferéncia do tempo ope-
ratério e anestésico nos resultados, manteve-se nos quatro
grupos 0 mesmo tempo operatorio (60 minutos) ¢ nos trés
submetidos a clampeamentos, o mesmo tempo de isquemia
(40 minutos).

Como resultado deste experimento, obteve-se eleva-
cdo média das trés enzimas estudadas em todos os quatro
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grupos entre o inicio e o final da operacdo. As variagdes da
TGO no grupo Sham nao foram significativas (p=0,057). No
entanto, 0 mesmo nao aconteceu com as alteragdes da TGP e
LDH neste grupo que apresentaram um p valor de 0,046 e
0,002 respectivamente. Acreditamos que estas alteragdes sig-
nificativas possam decorrer da resposta ao trauma cirurgico/
anestésico, combinado a diminui¢do da volemia pela coleta de
sangue, mas ndo houve estudo especifico a este respeito.
Nos demais grupos houve alteracdo bastante significativa
(p=0,0001) nos niveis de TGO e TGP. As variagdes da LDH,
apesar de estatisticamente significativas ndo foram tao inten-
sas quanto das outras duas enzimas.

Quando comparados os quatro grupos entre si, obser-
vou-se diferenca significativa nas variagdes absolutas das trés
enzimas entre eles (p=0,0001). Desta forma, pode-se notar que
todos os grupos apresentaram elevacdo significativa nos ni-
veis séricos das enzimas estudadas do inicio para o final da
cirurgia, porém de forma diferenciada. A variagdo no grupo Sham
foi menor que a do grupo 11, que foi semelhante ao do grupo II1
que foi menor do que a do grupo I (D do Sham <D do Grupo 11
=D Grupo III <D Grupo I). A andlise destes dados nos permitiu
verificar que tanto o clampeamento intermitente quanto o pré-
condicionamento isquémico provocam mais lesao hepatica que
o grupo Sham, porém em menor intensidade que no grupo de
isquemia continua. Nao houve vantagem estatistica na utiliza-
¢do de um ou outro método de protecao tecidual hepatica. Pare-
ce-nos, entretanto, que o emprego do PI traria vantagens a
adoc¢ao do CI por evitar as freqiientes interrupg¢des no procedi-
mento cirirgico, necessarias neste tltimo.

A funcdo citoprotetora do pré-condicionamento
isquémico (PI) verificada no estudo vem ao encontro de resul-
tados semelhantes encontrados nas recentes publicagdes cien-
tificas. Vale destacar os beneficios de uma isquemia de 5 minu-
tos precedendo outros 30 minutos sem perfusao hepatica, quan-
do comparados a um grupo isquémico para controle'. Traba-
lhos recentes demonstraram vantagens do Pl em figados trans-
plantados™!’, confirmando o experimento de Fernandez, em
Barcelona'®. Assim como no nosso estudo, Rudiger'* compa-
rou os resultados do PI com os obtidos pelo CI. Apresentou
uma conclusdo interessante. Tanto o pré-condicionamento
isquémico quanto o clampeamento intermitente sdo efetivos na
protecao hepatocelular em periodos de isquemia prolongada. O

PI foi superior ao CI em periodos de até 75 minutos por nao
estar associado a perda sanguinea durante a transec¢do hepa-
tica. Entretanto, para periodos mais prolongados (acima de 75
minutos) o CI mostrou-se superior. Iwasaki?, em trabalho expe-
rimental, mostrou a somatoria dos beneficios do pré-condicio-
namento isquémico em relacdo ao clampeamento intermitente.
Dividiu seus animais em 5 grupos: grupo sham, isquemia conti-
nua com ou sem PI e isquemia continua com ou sem PI. Con-
cluiu que o PI exerce um maior efeito protetor quando a isquemia
hepatica ¢ intermitente. Glanemann'?, também comprova o be-
neficio citoprotetor do PI e sugere que um dos possiveis meca-
nismos envolvidos, os quais ainda ndo estdo completamente
compreendidos, seja a preservagao do estado redox das
mitocondrias, garantido pela prevencao da ativacao das células
de Kupffer e da faléncia de perfusdo sinusoidal. Outro possivel
mecanismo envolvido foi descrito por Teoh® em 2002. Trata-se
da ativag@o de substancias associadas a entrada dos hepatécitos
no ciclo celular, um efeito biologico critico que favorece a
sobrevida do figado contra a injuria de isquemia/reperfusao. O
metabolismo das xantinas, o fator de necrose tumoral alfa, a
regulacdo microcirculatdria entre outros também tém sido en-
volvidos nos bons resultados do PT*> 1517,

Varios trabalhos, no entanto, que compararam diver-
sas modalidades de clampeamento, mesmo que com a utilizagdo
de intervalos de isquemia e reperfusao diferentes ou de animais
doentes ou sadios, chegaram as mesmas conclusdes: ha bene-
ficio da utilizagdo do clampeamento intermitente e do pré-condi-
cionamento isquémico, especialmente em situagdes de necessi-
dade de isquemia prolongada. A opcdo entre os métodos de-
penderd da resposta hemodinamica do paciente a um periodo
maior de isquemia hepatica continua comparada ao maior tem-
po operatorio proporcionado pela isquemia intermitente.

Os dados encontrados em nossa experimentagao nos
permitiram concluir que em ratos de Wistar o clampeamento
continuo do pediculo hepatico, precedido de um ciclo de 5
minutos de isquemia e 10 minutos de reperfusao (pré-condici-
onamento isquémico) provoca menor lesao hepatica do que o
clampeamento continuo e apresenta resultados comparaveis
aos obtidos através da utilizagdo do clampeamento intermi-
tente, em figados normais submetidos a um periodo de
isquemia hepatica 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
afier 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 I1l and in all the groups the rising was significant lower then
the Group I (ASHAM < A Group Il = A Group III < A 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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