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RESUMDPO

Objetivo: Descrever um modelo experimental de lesdo de isquemia/reperfusdo hepdtica com manifestacdes sistémicas, represen-
tadas pelo envolvimento pulmonar, que possa ser utilizado por aqueles que pretendem compreender esse fendmeno. Métodos:
Ratos Wistar machos (200-250g) foram usados. Quatorze foram alocados em dois grupos, sendo G1 com oito submetidos somente
a laparotomia e G2, seis a isquemia e reperfusao hepdtica. As funcoes hepatica (@aminotransferases séricas, respiracdéo mitocondrial,
histologia) e pulmonar (teste do azul de Evans) foram analisadas. Resultados: houve diferenca estatistica significativa entre G1 e
G2 ao se comparar valores de AST (24,3 + 108 e 5406 + 2263), ALT (88,5 + 28,5 e 5169 + 2690), razdo de controle respiratério (3,41
+0,17 e 1,91 + 0,55) e relacdo ADP/O (1,93 + 0,03 e 1,45 £ 0,27), lesdes histoldgicas (necrose, células inflamatérias, hemorragia,
microesteatose) e teste do azul de Evans (194,31 + 53 e 491,8 + 141). Conclusao: O modelo mostrou-se Util para o estudo de les&o

de isquemia/reperfusao hepatica.

Descritores: Modelos animais. Figado. Isquemia. Reperfusdo. Ratos Wistar.

INTRODUCAO

D urante o transplante, a retirada do figado do doador e
sua revascularizacdo no receptor determinam lesao
de isquemia/reperfusao (I/R). Isquemia produz dano tecidual
e estado pré-inflamatorio que, com o estabelecimento pos-
terior do fluxo sanguineo, leva a outro efeito deletério: le-
sdo de reperfuséo.

A lesdo de I/R é o principal determinante da
disfuncdo hepatica ap6s hepatectomia e é também a cau-
sa mais importante da disfuncao primaéria de enxerto he-
patico'?, além de ser a principal causa de retransplante
nas duas primeiras semanas de pés-operatorio3.

Apesar dos avancos no estudo da causa e
consequéncias da isquemia e reperfusdo, ainda ndo ha
tratamento eficaz com comprovacao clinica. Muitos mo-
delos experimentais tém sido desenvolvidos com o obje-
tivo de testar intervencbes capazes de reduzir danos e
fornecer conhecimento sobre os eventos fisiopatolégicos
envolvidos*, como interacao de plaquetas®, ativacdo de
complemento®, espécies reativas de oxigénio’ e 6xido
nitrico®.

O objetivo deste estudo é demonstrar um mode-
lo de isquemia e reperfusdo hepéatica com manifestacao

sistémica, representada por lesao pulmonar, que possa ser
util para aqueles que pretendem compreender mecanis-
mos de lesdo de I/R ou desenvolver possiveis acoes tera-
péuticas.

METODOS

Foram utilizados 14 ratos Wistar machos, adul-
tos, pesando entre 200g e 250g, alojados em ambiente
controlado, com 23°C, ciclos de claro/escuro de 12 horas e
alimentados com racdo comercial e 4gua ad libitum. To-
dos os animais foram tratados de acordo com as Normas
Internacionais de Protecdo Animal. O protocolo , nimero
281/03, foi aprovado pelo Comité de Etica local e cumpriu
todos os regulamentos para pesquisas envolvendo animais
de experimentacao.

Os animais foram distribuidos em dois grupos:
Grupo 1 (G1) — seis animais, submetidos a laparotomia
sem pincamento do pediculo vascular, e Grupo 2 (G2) —
oito animais, submetidos a isquemia e reperfusao, rece-
beram solucao salina 0,9% por via intravenosa.

A anestesia foi realizada com injecao
intraperitoneal de cloridrato de quetamina (Ketalar®) e
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cloridrato de xilazina (Rompum®) em razao 4:1. Na mesa
cirtrgica, os ratos foram posicionados em decubito dorsal
e imobilizados pelas quatro extremidades e pela mandibu-
la superior. Um cateter (Jelco®) nimero 14 foi adaptado e
usado como tubo traqueal, que, apés colocacao, teve seu
posicionamento testado. Um ventilador mecanico (Harvard
Inc., Holliston, MA) foi acoplado e ajustado para 60 respi-
ragdes por minuto com volume corrente de 0,08ml por gra-
ma de peso. Um termometro retal (YSI Inc., Dayton, Ohio)
foi posicionado e fixado.

Apobs tricotomia e degermacdo da parede ab-
dominal com iodo povidine, uma incisdo mediana de apro-
ximadamente 5cm com limite superior no apéndice xiféide
foi realizada, seguida pela abertura da cavidade abdomi-
nal e exposicdo do campo operatério. Os ligamentos
falciforme, triangular esquerdo e interlobar foram
seccionados, seguidos por identificacdo do hilo hepéatico
e reconhecimento de veia porta, artéria hepatica e ramos
ductos biliares. Logo depois, o pediculo vascular comum
a ambos os lobos lateral-esquerdo e mediano foi isolado
e uma pinca microvascular foi posicionada para cessar
fluxo sanguineo (Figura 1). Uma vez constatada a modifi-
cacao da cor dos lobos hepaticos isquémicos, delimitada
por uma linha de transicdo com os lobos nao-isquémicos,
procedeu-se ao fechamento da parede abdominal em um
plano com Mononylon® 4-0 para minimizar perdas de
calor e 4gua.

Ap6s clampeamento do pediculo, os animais
foram submetidos a uma hora de isquemia quente. Duran-
te este periodo foram mantidos anestesiados, mecanica-
mente ventilados, sob temperatura controlada entre 36,5
e 37°C, usando lampada de halogénio 45W/127V. Apds
45 minutos de isquemia quente, um mililitro de solucao
salina 0,9% foi injetado na veia peniana dorsal. Termina-
do o periodo de isquemia quente, a incisdo foi aberta e a
pinca vascular foi removida, dando inicio ao periodo de
reperfusao, certificada pela modificacao de cor. A sintese
da parede abdominal foi realizada com sutura continua
simples, em dois planos, com Mononylon® 4.0.

Os ratos foram extubados apds a recuperacao
da ventilacdo espontanea e de reflexos a estimulos noci-
vos em membros inferiores e posteriormente acondicio-
nados em gaiolas individuais com agua ad libitum. Ap6s
guatro horas de reperfusdo, os animais foram anestesiados
com 2ml da solucdo anestésica quetamina/xilazina. Fo-
ram colocados de volta na mesa cirdrgica e injetado 0,5ml
de azul de Evans pela veia peniana dorsal. Ap6s 15 minu-
tos foram realizadas toracolaparotomia, colecdo de 1ml
de sangue por puncdo cardiaca e seccao da veia cava
inferior.

O figado foi removido e dividido em duas partes:
a porcdo isquemiada e porcao nao-isquemiada. Procedeu-
se a remocao de um fragmento de cada porcdo para ava-
liacao histoldgica e o restante foi utilizado para avaliar res-
piracdo mitocondrial. Os pulmoes foram retirados e envia-
dos para estudo da densidade 6ptica com azul de Evans.

Pedliculo vascular comum aos lobos lateral-esquerdo
e mediano clampeado.

Figura 1 -

Aminotransferases foram utilizadas como
marcadores de lesdo hepatica.

A funcdo mitocondrial foi avaliada utilizando o
método descrito por Coelho et al.°. De acordo com o mé-
todo de Bielecki et al.’®, ap6s o sacrificio, fragmentos dos
lobos isquemiados e nao-isquemiados do figado foram re-
movidos e imersos em solucdo de homogeneizacdo. Con-
sumo de oxigénio foi determinado polarograficamente',
usando um oxigrafo 5/6 (Gilson Medical Electronics, Inc.)
com um eletrodo de O? (Clark, Yellow Springs Instruments
Co., Yellow Springs, Ohio) a 28°C. As mitocondrias rece-
beram succinato de potassio como substrato energético para
determinar o estado 4 (54) da respiracdo (estado basal). O
estado 3 (S3) da respiracao (estado ativo) foi induzido pela
adicdo de adenosina difosfato (ADP, Sigma Chemical
Company, St. Louis, Missouri). Ap6s fosforilagdo completa
de todo ADP adicionado para ATP, S4 foi medido nova-
mente.

A relacdo de controle respiratério (RCR) avalia as
reacdes de acoplamento da razdo mitocondrial S3/54, ou
seja, 0 consumo de oxigénio nos estados ativo e basal pela
relacdo entre a taxa de consumo de oxigénio na presenca
de ADP e a velocidade obtida apés o gasto final de ADP.

RCR e ADP/O, que representa a razao de ADP
utilizado para fosforilacdo sobre o oxigénio consumido na
reacao, ou seja, quanto oxigénio foi gasto na fosforilagao,
foram calculadas como indices de funcdes oxidativas e
fosforilativas das mitocéndrias'?.

S3 e S4 foram expressos em nanogramas de ato-
mos de oxigénio por miligrama de proteina mitocondrial
por minuto, determinados pelo método de Lowry et al.’.

As alteracdes histoldgicas foram avaliadas por um
patologista cego para alocacao de grupo. O material foi fi-
xado em formol a 2% e corado com hematoxilina e eosina.O
azul de Evans foi administrado 15 minutos antes da morte
dos animais e avaliado como descrito por Jancar et al.'*

Os resultados foram expressos em médias e des-
vios-padrao. Para a analise dos achados histolégicos foi
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utilizado teste de Kruskal-Wallis. Quando diferencas esta-  Tabela 1 - Niveis séricos de aminotransferases.
tisticas foram observadas, foi aplicada a analise de Mann-
Whitney. Para determinar a significancia de outros resulta- ~ Grupo AST ALT
dos, utilizou-se a andlise de variancia (ANO\./A)Ie' Neyvman- G 243+ 108 885+ 28542
Keuls. O valor de p<0,05 foi considerado significativo. a2 5406 + 2.263 5169 + 2.690 b
a,b - p <0,001
RESULTADOS
Amlpofcra,nsferases ) Tabela 2 - Determinacao da RCR.
Os niveis séricos de AST e ALT aumentaram sig-
nificativamente em G2 (p<0,001), quando comparados com Grupo RCR
G1 (Tabela 1).
G1 3,41 +0,17 a
Respiracdo mitocondrial G2 1,91+055b
Foram analisados  os valores de RCR e ADP/O. 5 _ p <0,001
A RCR diminuiu significativamente (p<0,001) em G2 (Ta-
bela 2). A relacdo ADP/O foi significativamente menor
(p<0,001) em G2 (Tabela 3).
Tabela 3 - Determinacdo da razdo ADP/O.
Analise histolégica
A tabela 4 exibe os achados histolégicos dos dois ~ Grupo ADP/O
grupos. Foram avaliados necrose, apoptose, infiltrado in- 1,93+ 0,03 a
flamatorio, dilatacao sinusoidal, hemorragia, edema e > 1,45+027 b
microsteatose. Os achados foram classificados de acordo
com a intensidade: ausente, leve, moderada ou grave. Para ab - p <0,001
fins de anélise estatistica, quando as alteracdes foram au-
sentes ou leves, foram agrupadas como ausente e, quan-
do classificadas como moderadas ou graves, foram agru-  Tabela 5 - Teste azul de Evans.
padas como presente.
Grupo Evans blue (ug/g pulmonary tissue)
Avaliacdo pulmonar
O estudo da densidade 6ptica do corante no Gl 19431+ >3a
parénquima pulmonar mostrou aumento significativo G2 4918 + 141D
(p<0,01) em G2 (Tabela 5). ab-p<0,01
Tabela 4 - Achados histologicos.
Variavel Grupo Ausente Presente Teste de Fisher
Necrose G1 6 0 a
G2 0 8 b a,b — p<0,005
Apoptose G1 6 0 a
G2 4 4 b a,b-NS
Células G1 6 0 a
inflamatérias G2 0 8 b a,b — p<0,005
Dilatacéo G1 6 0 a
sinusoidal G2 7 1 b a,b—NS
Hemorragia G1 6 0 a
G2 1 7 b a,b - p<0,05
Tumefacao G1 4 2 a
G2 8 0 b a,b-NS
Microsteatose G1 6 0 a
G2 1 7 b a,b-p<0,05

NS — diferen¢a ndo-significativa.
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DISCUSSAO

Ratos Wistar foram escolhidos por facil manu-
seio, baixo custo e disponibilidade. Além disso, padroniza-
cao de tamanho, peso e alimentacao favoreceram a pro-
ducao de grupos mais homogéneos para o experimento.

Aspectos relacionados com o cuidado anestési-
co, monitorizacao de dados vitais e do procedimento cirur-
gico foram considerados durante a elaboracdo do modelo.
A maioria dos modelos experimentais mantém os animais
em respiracao espontanea durante a operacao' 8. As ba-
ses fisiopatoldgicas dos efeitos das variacoes das pressdes
parciais dos gases e do pH ja sdo bem estabelecidas™.
Sabe-se, ainda, que as pressdes dos gases arteriais e o pH
influenciam diretamente a circulacdo hepatica. Hughes et
al?® demonstraram que a hipercapnia aumenta o fluxo
sanguineo portal e diminui o fluxo sanguineo da artéria
hepatica em cdes, enquanto hipocapnia diminui ambos os
fluxos?'. Ja a hipoxemia resulta em queda do fluxo arterial,
mas sem alteracoes no fluxo venoso portal??. Estas modifi-
cacbes na circulacdo hepatica devem estar relacionadas
com potencializacdo ou atenuacao da lesdo em situacoes
de I/R. Variacbes no fluxo sanguineo hepatico também
podem justificar as mudancas que ocorrem em nivel celu-
lar. A influéncia da acidose in vitro em hepatdcitos e célu-
las endoteliais também ja foi estudada?*24. Heijnen et al.®
demonstraram, in vivo, que a acidose respiratoria agrava
lesdo de I/R com pressao parcial de oxigénio normal, en-
guanto que em condicbes de hipoxia ocorre 0 oposto, ou
seja, lesao de I/R é atenuada.

Ventilacdo mecanica requer relaxamento mus-
cular adequado para evitar a interacdo da respiracdo ativa
de ratos inadequadamente anestesiados com o ventilador.
Vale ressaltar que os ratos sao animais hemodinamicamente
instaveis, aumentando a necessidade de cuidados anesté-
sicos em modelos de I/R, uma vez que o fenbmeno de
reperfusao por si s6 pode determinar hipotensao e arritmias
cardiacas®. Anestesia com relaxamento muscular adequa-
do para ventilagdo com pressao positiva e manutencao de
estabilidade hemodinamica foi alcancada com a combina-
cao de xilazina e quetamina. Essa associacdo é comumente
usada em diversos modelos, mesmo na auséncia de supor-
te ventilatorio™.

A temperatura, varidvel importante na regulacao
da contratilidade vascular e na curva de dissociacdo de
oxigénio das hemdcias para os tecidos', foi também
monitorada por meio de termdmetro retal e controlada com
a utilizacdo de lampada halégena. Apés a definicdo dos
cuidados anestésicos e de monitorizacao, foi necessaria a
padronizacao do procedimento cirtrgico.

A opgao pela isquemia dos lobos mediano e la-
teral-esquerdo foi decorrente de trés fatores. Primeiro, pela
simplicidade técnica. Ap6s a liberacao dos ligamentos tri-
angular esquerdo e interlobar, a exposicao do hilo permite
o isolamento do pediculo comum aos lobos mediano e la-
teral-esquerdo sem muita manipulacao cirdrgica. Segun-

do, o volume hepéatico correspondente aos dois lobos é
significativo, representando 70% do total. E terceiro, o
pincamento parcial permite a drenagem venosa portal atra-
vés dos demais segmentos hepaticos, possibilitando tem-
pos de isquemia prolongados e prevenindo congestdo
mesentérica grave, o que diminui as chances de
translocacdo bacteriana®’ e minimiza a interferéncia de
mediadores inflamatdrios secundarios a estase mesentérica.
O pincamento do pediculo foi realizado com pincas
vasculares atraumaticas especialmente ajustadas para evi-
tar lesdo direta do endotélio vascular.

A volemia estimada dos ratos corresponde a
5,4ml/100mg de peso?. Foi administrado 1ml de soro fisi-
oldgico, que representa aproximadamente 8% da volemia
dos ratos do estudo. Essa administracao foi realizada de
modo a compensar perdas volémicas do procedimento e
evitar estabelecimento de hipotensao arterial e também
para simular a injecao de drogas.

Existem diferentes tipos de modelos experimen-
tais de isquemia hepaticatemporaria®. A parcial, por inter-
rupcao do fluxo sanguineo através dos lobos mediano e
lateral-esquerdo, caracteriza o modelo de isquemia hepa-
tica parcial, utilizado neste e em muitos outros estu-
dos®7:27:2230 Por definicdo, esses modelos sdo similares. No
entanto, as maneiras de efetuar cuidados anestésicos,
monitorizar dados vitais e realizar procedimentos cirdrgi-
cos fornecem singularidade a cada um deles.

Zumbado et al.'” demonstraram gque tempos de
isquemia inferiores a 60 minutos ndo causam lesdes
teciduais importantes. Por outro lado, tempos superiores a
120 minutos levam aumento significativo da morbidade e
da mortalidade. Dados semelhantes foram observados no
estudo piloto. Logo, visando ndo aumentar desnecessaria-
mente o risco cirdrgico, o tempo de isquemia ficou deter-
minado em 60 minutos.

O tempo de reperfusdo foi também determina-
do por meio de estudo piloto e dados da literatura. Apds
60 minutos de reperfusao, é possivel observar até 60% das
lesdes secundarias aos radicais livres e, apds 24 horas, as
alteracbes decorrentes de quase todos os mecanismos de
lesdo conhecidos estao presentes'’. Para determinar o tem-
po de reperfusao do presente estudo, foram analisados 60
minutos, quatro horas e 24 horas em testes preliminares,
tendo sido demonstrado que quatro horas foi o intervalo
de tempo satisfatério para o aparecimento de lesdes sufici-
entemente intensas. Portanto, quatro horas foi o tempo
escolhido para reperfusao.

Canedo et al.> utilizaram esse modelo com su-
cesso quando, em vez de solucao salina, aplicaram em um
grupo de ratos cloridrato de tirofiban, um antiagregante
plaguetario, e demonstraram sua acao protetora contra
lesdo de I/R nao sé hepatica, mas também pulmonar.

O azul de Evans foi aqui utilizado porque é um
corante que possui alta afinidade pela albumina. Esta ca-
racteristica permite-nos usa-lo para avaliar a permeabilidade
vascular, uma vez que sua concentracao no tecido pulmo-
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nar lavado é proporcional ao vazamento de albumina pelo
endotélio lesado.

Em conclusao, acredita-se na efetividade deste

modelo, uma vez que foi capaz de demonstrar lesao hepa-

ABSTRACT

tica de I/R associada ao acometimento pulmonar sem mor-
tes precoces dos ratos estudados. Assim, ele poderia ser
usado para estudar mecanismos de lesdo de I/R, bem como,
maneiras de atenuar esse tipo de lesao

Objective: To describe an experimental model of hepatic ischemia/reperfusion injury with systemic manifestations, represented by
pulmonary involvement, which may be used by those who intend to comprehend this phenomenon. Methods: Fourteen Male
Wistar rats (200-250g) were allocated to two groups, G1 with eight rats submitted only to laparotomy and G2, six rats submitted to
hepatic ischemia and reperfusion. Hepatic (serum aminotransferases, mitochondrial respiration, histology) and pulmonary (Evans
blue test) functions were analyzed. Results: There was a statistically significant difference (p< 0.05) between G1 and G2
comparing values of AST (24,3 + 108 and 5406 + 2263), ALT (88,5 + 28,5 and 5169 + 2690), respiratory control ratio (3,41 + 0,17
and 1,91 + 0,55) and ADP/O relation (1,93 + 0,03 and 1,45 + 0,27), histological lesions (necrosis, inflammatory cells, hemorrhage,
microsteatosis) and Evans blue test (194,31 + 53 and 491,8 + 141). Conclusion: The model has proven useful to study hepatic I/R

injury.

Key words: Experimental Model. Wistar Rats. Liver. Ischemia. Reperfusion.
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