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RESUMDPO

Objetivo: Avaliar a expressdo da Proteina Acidica Fibrilar Glial ap6s a injuria por isquemia-reperfusao. Métodos: vinte e quatro
ratos foram distribuidos em quatro grupos: Controle, submetidos a anestesia e bidpsia hepética; Simulacdo, injecao de heparina
através da veia cava e disseccao do pediculo hepatico superior, bidpsia apds 24 horas; Isquemia 30 minutos, mesmo procedimento
do grupo Simulagao, acrescido de clampeamento do pediculo hepatico superior por 30 minutos; Isquemia 90 minutos, mesmo
procedimento do grupo Isquemia 30 minutos, porém com periodo de clampeamento de 90 minutos. Apés 24 horas de observacao,
os animais foram submetidos a laparotomia e seus figados avaliados macroscopicamente, microscopicamente, por coloracao de
Hematoxilina-Eosina (HE) e submetidos a anédlise da expressdo da GFAP por Western Blotting. Resultados: Nao se observou
diferenca no aspecto macroscépico dos figados entre os diferentes grupos experimentais, tendo todos evidenciado morfologia
normal. A anélise por HE ndo evidenciou diferencas significativas, no que diz respeito a morfologia lobular. Por outro lado, nos grupos
isquemia, foram encontrados infiltrados neutrofilicos e pequenas areas de necrose. A expressdao de GFAP foi semelhante em todos
0s grupos, seja qualitativamente quanto quantitativamente. Conclusdo: A expressao da Proteina Acidica Fibrilar Glial nao se

alterou em nosso modelo de isquemia-reperfusao.

Descritores: Isquemia. Traumatismo por reperfusdo. Figado. Proteina glial fibrilar acida. Imunoistoquimica.

INTRODUCAO

avaliacao histologica dos enxertos hepaticos utiliza-
dos no transplante hepatico ¢ um problema desafia-
dor na medicina, devido a falta de marcadores preditores
de malfuncionamento’. Atualmente, o Unico marcador
histolégico que pode se utilizado é a esteatose hepatica,
Cuja acuracia é, todavia, baixa para predizer a qualidade
do 6rgao?. Por essa razdo, a avaliacado desses enxertos é
baseada majoritariamente em dados clinicos dos doado-
res, tais como idade e parametros hemodinamicos, sendo
esses também pouco acurados®. Uma das modificacbes
proposta nesse campo é a caracterizacdo de outros
marcadores que poderiam ajudar nessa avaliacdo. Segura-
mente, as moléculas candidatas seriam as que tém a sua
expressao modificada frente aos diferentes tipos de injuria
hepatica.
A Proteina Acidica Fibrilar Glial (PAFG) (do in-
glés, Glial Fibrillary Acidic Protein, GFAP) é uma molécula

de citoesqueleto altamente expressa no sistema nervoso
central, que tem sua expressao aumentada frente a lesoes
isquémicas, como € o caso da cicatriz pés-infarto cerebral*
6. No parénquima hepatico, a PAFG é expressa nas células
perissinusoidais’. Apés diferentes formas de injuria hepati-
ca, a expressdo desse marcador estd aumentada, o que
esta relacionado a modificacao fenotipica das células
perissinusoidais, que, ap6s um periodo de injuria persisten-
te (por exemplo, semanas apos a exposicdo ao agente
hepatotodxico tetracloreto de carbono ou ap6s a ligadura
do ducto colédoco), sao finalmente diferenciadas em célu-
las miofibroblasticas®'®. A expressdo desse marcador esta
também alterada em outros tipos de doencas hepaticas,
como ja foi descrito na recorréncia da infeccdo pelo virus
da hepatite C ap6s o transplante hepatico'.
Considerando-se que a expressao desse
marcador estd modificada em diferentes modalidades de
injuria hepatica, e também o fato de que a isquemia é um
tipo muito comum de agressdo encontrado nos enxertos
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para transplante’?, neste trabalho, buscamos investigar se
a expressao da PAFG poderia estar modificada frente a
injuria por isquemia-reperfusdo do figado.

METODOS

Todos o0s experimentos seguiram as normas para
o cuidado e uso de animais de laboratério. Nosso protoco-
lo experimental foi previamente aprovado pelo Comité de
Ftica para Uso de Animais de Laboratério em Pesquisa,
Ensino e Extensao (CEUA), registrado sob o nimero 79/09.

Vinte e quatro ratos da raca Wistar pesando cer-
ca de 220g do biotério de ratos do Centro de Cirurgia Ex-
perimental do Departamento de Cirurgia Faculdade de
Medicina da UFRJ foram distribuidos em quatro grupos,
cada um composto por seis ratos.

Os animais do grupo controle foram submetidos
a anestesia profunda com quetamina (100mg/kg) e xylasina
(10mg/kg) e submetidos & laparotomia. Apos a retirada de
fragmentos de tecidos cerebelar e hepético, representati-
vas, no ultimo caso, dos segmentos estudados nos outros
grupos, os animais foram mortos, os fragmentos submeti-
dos a analise histolégica por meio da coloracao de
hematoxilina-eosina e a analise da expressao de PAFG por
meio da técnica de Western Blotting.

No grupo simulacdo, os animais foram
anestesiados, submetidos a laparotomia, com isolamento
de seus pedidulos hepaticos com uma fita (Figura 1A); pro-
cedeu-se a injecdo de heparina (1000U/kg) na veia cava
(Figura 1B). Logo apos, a parede abdominal foi suturada e
os animais mantidos sob regime de analgesia regular por
24 horas. Apds esse periodo, os animais foram mortos e
fragmentos hepéticos representativos dos segmentos estu-
dados foram recolhidas para andlise por Western Blotting.
Foi realizada a perfusdo com 10ml de salina utilizando uma
bomba de infusdo a 5ml/minuto, sequida de perfusdo com
paraformaldeido a 4% a 4°C, diluido em tampao fosfato
de sédio, pH 7,4 por 15 minutos.

Nos ratos dos grupos “isquemia de 30 minutos”
e "isquemia 90 minutos”, o mesmo protocolo cirdrgico do
grupo simulacéo foi aplicado, mas um clampeamento se-
letivo do pediculo hepatico superior (Figura 1C), compre-
endendo os lobos lateral esquerdo e mediano, foi aplicado
por 30 ou por 90 minutos (Figuras 1D e E), seguido da
reperfusao (Figura 1F) e sintese da parede abdominal. Os
animais foram mantidos em regime de analgesia regular e
apoés 24 horas foram mortos e obtidos fragmentos de teci-
do hepatico representativas dos segmentos estudados para
a realizacdo do Western Blotting para PAFG. Os animais
foram, entao, perfundidos de forma semelhante ao grupo
simulacao, e fragmentos de tecido hepatico dos segmen-
tos representativos foram obtidas para andlise histolégica.

As bidpsias hepaticas foram conservadas em
paraformaldeido a 4% por 24 horas e, entdo, submetidas
a desidratacdo seriada em sacarose a 10, 20 e 30% para

crioprotecao. Apods isso, blocos de tecido foram imersos
em TissueTek® e congelados a -20°C. Cortes congelados
de 12pm foram obtidos e, entdo, montados sobre laminulas,
gue foram entdo submetidas a secagem em vapor de formol
por uma hora.

Para a coloracdo por hematoxilina-eosina, os
cortes foram desidratados em alcool absoluto e reidratados
em agua. A seguir foram imersos em tintura de hematoxilina
por quatro minutos, lavados com &gua, diferenciados em
alcool 70% e corados em eosina a 0,01 % por cinco segun-
dos, imersos em etanol a 95%, desidratados com etanol
absoluto e submetidos a lavagens em xilenos por cinco
minutos.

A expressao da andlise proteica foi feita de acor-
do com o protocolo de Sampaio et al.’>. As amostras de
tecido hepatico foram lisadas em tampao de carregamen-
to (100mM Tris-Cl [pH 6,8]; SDS 4%; azul de bromofenol
0,2%; glicerol a 20%; 200mM de ditiotreitol DTT) e fervi-
das por cinco minutos antes de seu carregamento em gel.
A concentracdo de proteinas foi determinada utilizando-se
o kit BCA-. Dez microgramas de proteina foram aplicados
em cada situacdo analisada e submetidos a eletroforese
em um mini gel de SDS-PAGE a 12 %, seguidas de transfe-
réncia elétrica para uma membrana de PVDF por uma
hora. As membranas foram bloqueadas em leite-PBS a 5%
e anticorpos primarios foram adicionados por 24 horas a
4°C, seguidos pela incubacdo por uma hora a temperatura
ambiente com os anticorpos secundarios conjugados a
peroxidase. As proteinas foram reveladas usando-se o sis-
tema de deteccdo por quimioluminescéncia. Os seguintes
anticorpos foram utilizados: anti-GFAP feito em coelho e
IgG anticoelho feito em cabra.

As densitometrias das bandas foram medidas
com o auxilio do programa Image J (National Institutes of
Health, USA). Os valores foram computados em uma ta-
bela do programa GraphPad Prism 4.0. O teste de ANOVA
fator Unico foi aplicado. Foi utilizado o intervalo de confi-
anca de 95% e o valor de p menor que 0,05 considerado
como significativamente estatistico.

RESULTADOS

Como evidenciado na figura 1, os figados sub-
metidos aos insultos isquémicos nao evidenciaram nenhum
tipo de alteracdes em sua estrutura microscépica, apresen-
tando bordas finas e superficies regulares, exatamente como
os dos grupos controle e simulacao. Esses resultados suge-
rem que a avaliacdo macroscopica desses enxertos, consi-
derada um dos pais importantes parametros utilizados du-
rante o processo de captacado'?, ndo é capaz de identificar
de forma acurada os figados submetidos previamente a
um insulto isquémico.

Cortes histolégicos submetidos a coloracao pela
hematoxilina-eosina representativos das diferentes condi-
cbes experimentais foram avaliados na sua estrutura. To-
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dos os cortes avaliados demonstraram o padrao lobular ti-
pico descrito nas espécies mamiferas'* (Figura 2A). Mais
especificamente, as areas portais localizadas ao longo das
vénulas centrais foram claramente identificadas e eviden-
ciaram os tipicos elementos da triade portal. Infiltrados de
neutroéfilos e pequenas areas de necrose foram encontra-
dos nos grupos submetidos a isquemia, como ja descrito
previamente' (Figura 2B). Por outro lado, a esteatose he-
patica, seja do tipo micro ou macroesteatose, ndo foi de-
tectada em nenhum dos cortes analisados.

Como evidenciado na figura 3, a analise por
Western Blotting dos grupos controle e simulacao eviden-
ciou uma banda de 50kDa, similar a detectada em bidpsias
de tecidos cerebelares dos mesmos animais (Figura 3A).
Uma segunda banda de aproximadamente 45kDa foi tam-
bém detectada, representando o produto de degradacdo
proteica ou de splicing alternativo do gene de GFAP. Quando
as amostras dos figados submetidos a isquemia por 30 e
por 90 minutos foram analisadas, um padrao similar de
expressao foi também detectado (Figura 3B). A analise por
densitometria ndo detectou diferencas significativas na
expressao dessa proteina entre as diferentes condicoes
experimentais (Figura 3C).

DISCUSSAO

A isquemia hepatica é uma das formas mais
comuns de injuria encontrada em doadores cadavéricos de
figado'. Isso é mais comumente uma consequéncia do
Figura 1 -  Procedimento cirtrgico. Pediculos superiores isola-  USO de doses elevadas de drogas vasopressoras ou dos epi-

dos (A). Foi injetada heparina (1000U/Kg) na veia  soédios de parada cardiorrespiratoria. Nessas condicoes, a
cava (B;-C)C"Iampeam”;o ‘iobpé‘d’f“/z,hepéf"co 53“0 decisdo sobre se utilizar ou ndo enxertos é sempre vista
D s ('D)S‘i“;rg’fnmojmi fé.'?i/i@ffﬁfﬁéa , como um dilema, uma vez que ndo ha um limite seguro
reperfusdao homogénea apos a liberacio dos  definido para as doses de drogas vasopressoras. Sendo as-
clampes (F). sim, muitos parametros clinicos e laboratoriais acabam sen-

Figura 2 -  Avaliacdo histolégica dos grupos controle (A) e isquemia por 90 minutos (B), evidenciando arquitetura lobular normal. O asterisco
em B evidencia agregado neutrofilico. V: Veia centrolobular. Barra de calibracao: 100um.
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Figura 3 - Andlise por Western Blotting do tecido cerebelar (A)

evidenciando a banda tipica de 50kDa corresponden-
te ao filamento de GFAP. Uma segunda banda de
45kDa também pdode ser percebida. B: Western
Blotting evidenciando as diferentes condicées experi-
mentais. C: Andlise densitométrica das bandas.

do considerados na analise final®. Muitos cirurgides consi-
deram o aspecto macroscopico do figado como um dos
parametros mais importantes a ser considerado'.

No nosso experimento o pediculo hepatico su-
perior foi clampeado por dois diferentes periodos de tem-
po, com o objetivo de se criar uma isquemia que
mimetizasse as diferentes formas de injuria previamente
descritas. Essa manobra é comumente realizada durante a
cirurgia hepéatica como uma forma de se controlar o
sangramento durante resseccoes de parénquima hepatico,
e é realizada ao custo de se causar algum grau de disfuncao
hepatica. O periodo de 30 minutos é considerado “segu-
ro”, uma vez que raramente cursa com disfuncéo hepética
grave, a excecao de quando realizado em figados com
cirrose ou esteatose. Ja o periodo de 90 minutos é consi-
derado muito menos seguro e dificilmente é aplicado no
cenério clinico, uma vez que quase sempre resulta em
disfuncdo hepdtica grave'. A opcdo por se realizar o
clampeamento seletivo foi tomada porque, em ratos, o
clampeamento total do pediculo é muito mal tolerado de-
vido a instalacdo répida de congestdo mesentérica, segui-
da de infarto". Essa abordagem permitiu adicionalmente
comparar os parametros analisados ndo apenas com 0s

grupos controle, mas também com os segmentos ndo sub-
metidos a isquemia dos mesmos animais.

O aspecto macroscopico dos figados analisados
24 horas ap6s a injuria isquémica nao foi alterado. Foram
observados os aspectos comumente utilizados pelos cirur-
gides captadores de figado, tais como a cor, a borda e a
regularidade da superficie dos 6rgaos'. Nao foram encon-
tradas diferencas entre os grupos, sendo que todos os figa-
dos analisados apresentavam aspectos compativeis com
6rgaos saudaveis, e, portanto, de enxertos ditos ideais, tais
como bordas finas, coloracdo normal e superficie regular.
Esses resultados falam contra o argumento empirico de
gue o aspecto macroscopico do figado é um parametro
bastante acurado a se levar em conta na decisdo sobre se
utilizar ou ndo o 6rgao, ja que é sabido que érgdos subme-
tidos previamente a uma injuria isquémica prolongada tra-
zem consigo risco elevado de disfuncao®.

Uma segunda forma de anélise foi feita por meio
da avaliacdo histolégica dos tecidos hepaticos, utilizando-
se a abordagem mais comum na prética clinica, a colora-
¢ao por hematoxilina-eosina'?. Nessas condicoes, infiltrados
neutrofilicos e pequenas areas de necrose foram encontra-
dos nos grupos isquemia. Nossos resultados estao de acor-
do com o trabalho de Jaeschke et al., descreveram a pre-
senca de infiltrado neutrofilico e necrose de hepatdcitos
apos a injuria por isquemia-reperfusao’.

Na pratica clinica geral, a esteatose hepatica é
certamente o parametro clinico mais empregado durante
a avaliacdo histolégica dos enxertos para transplante he-
patico, e a maioria dos autores concorda que enxertos evi-
denciando niveis de esteatose superiores a 30% sdo consi-
derados de risco?. A esteatose pode ser uma consequéncia
de diversas formas de agressao hepatica, tais como a obe-
sidade, uso prolongado de nutricdo parenteral, abuso de
alcool e tratamento com drogas quimioterapicas'. Nao
existem relatos prévios descrevendo o desenvolvimento de
esteatose hepatica apos a injuria por isquemia-reperfusao.
Nossos resultados reforcam esse conhecimento, uma vez
gue nao foi detectada a presenca de esteatose em nenhu-
ma das condicdes experimentais, e, sendo assim, conclui-
mos que outros parametros preditivos de enxertos de alto
risco devem ser também avaliados.

Foram realizados experimentos objetivando ava-
liar se a expressao de GFAP poderia estar modificada apés
ainjuria isquémica. Esse filamento foi escolhido como uma
molécula candidata essencialmente devido ao fato de ter
a sua expressao modificada em muitos modelos de injuria
hepatica, tais como a ligadura do ducto colédoco, a inje-
cdo de tetracloreto de carbono e a infeccao pelo virus da
hepatite C, e esta relacionado a modificacdo fenotipica
das células perissinusoidais, durante a sua transformacao
em células miofibroblasticas®'*?°. Desta forma, nés anali-
samos, por meio da técnica de Western Blotting, amostras
representativas de tecidos hepaticos das diferentes condi-
¢bes experimentais. Nao foram detectadas diferencas no
padrdo de expressao dessa proteina apos a isquemia he-
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patica. A técnica de Western Blotting foi escolhida porque
0 nosso principal objetivo foi o de desenvolver um método
alternativo que fornecesse dados adicionais a analise
histoldgica e prover um resultado mais rapido, tendo assim
uma aplicacdo na pratica clinica, onde o curto periodo de
isqguemia tolerado por esses enxertos ndo permite que um
método mais demorado, como a imunoistoquimica, seja
aplicado. Nossos resultados, todavia, ndo evidenciaram
diferencas na expressdo dessa proteina apds o insulto
isquémico. Da mesma forma, ndo foram encontradas dife-
rencas no padrdo de degradagao proteica. Tais achados,
por outro lado, ndo excluem que modificacbes mais tardi-
as na expressao dessa molécula possam ocorrer apés a
injaria por isquemia-reperfusdo. Por exemplo, uma altera-
¢a0 na expressao desse filamento s6 é detectavel em trés
a oito semanas apos a injecao do tetracloreto de carbono
e quatro semanas apos a ligadura do ducto colédoco™°.
Considerando-se esses dados, uma modificacdo da expres-
sdo desse marcador em nosso modelo somente poderia
ser excluida ap6s a realizacdo de outros ensaios, que en-
volvessem, por exemplo, uma injuria isquémica mais pro-
longada. Do ponto de vista pratico, o estabelecimento de
tal injuria seria tecnicamente complexo, e envolveria abor-
dagens como a inducédo de estenose arterial e portal ou a
manutencdo dos animais em doses elevadas de drogas
vasoativas. Outra opcao seria a de se empregar a analise
da expressao génica de GFAP, por meio de técnicas como
0 Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR),
a hibridizacdo in situ ou animais transgénicos?', porém, a

ABSTRACT

aplicabilidade pratica advinda desse tipo de experimentos
seria provavelmente muito menor.

Nossos resultados, embora negativos, trazem con-
sigo grande relevancia, uma vez que eles representam al-
guns dos poucos esforcos ja descritos com o objetivo de se
detectar marcadores moleculares de enxertos de alto ris-
co??%. Nossa extensa busca pela literatura detectou poucos
trabalhos com esse objetivo. E notavel que alguns autores
tenham empregado técnicas mais sofisticadas com esse
objetivo. Ray et al. empregaram a analise por microssatelites
de bidpsias pré-reperfusao de enxertos pulmonares utiliza-
dos para transplantes e detectaram uma expressao alterada
de 24 genes em 6rgaos que vieram a apresentar disfuncao
pos-transplante??. A maioria desses genes estava relaciona-
da a vias de sinalizacdo, e sao, desta forma, traduzidos em
proteinas que tém uma meia-vida muito mais curta, o que
faz com que o uso pratico desses marcadores como ferra-
mentas diagndsticas na pratica clinica seja pouco provavel.
Temos a expectativa de que os resultados obtidos por Ray et
al. assim como 0s nN0ssos, encorajem outros pesquisadores a
direcionarem seus esforcos para uma drea tao obscura e
pouco explorada da ciéncia dos transplantes, uma vez que
a descoberta de um marcador fidedigno de um preditor de
disfuncao organica e, de forma mais otimista, o desenvolvi-
mento de um método diagndéstico acurado, seguramente
revolucionaria a pratica nesse campo. Concluimos assim,
gue PFAG nao apresentou modificacdes na sua expressao
frente ainjuria por isquemia-reperfusao produzida no nosso
modelo experimental.

Objective: To evaluate the expression of Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) after ischemia-reperfusion injury. Methods: twenty
four rats were divided into four groups: Control, submitted to anesthesia and liver biopsy; Sham, receiving injection of heparin
through the vena cava and hepatic pedicle dissection, with liver biopsy after 24 hours; Ischemia-30, the same as Sham group, plus
hepatic pedicle clamping for 30 minutes; and Ischemia-90, the same procedure of Ischemia-30 group, but with clamping period of
90 minutes. After 24 hours of observation, the animals underwent laparotomy and we evaluated their livers macroscopically,
microscopically by hematoxylin-eosin (HE) and analyzed the expression of GFAP by Western Blotting. Results: There was no
difference in the gross appearance of the livers between the different experimental groups, all having demonstrated normal
morphology. HE analysis showed no significant differences with respect to lobule morphology. On the other hand, in the ischemia
groups we observed neutrophilic infiltrates and small areas of necrosis. GFAP expression was similar in all groups, either qualitatively
and quantitatively. Conclusion: The expression of Glial Fibrillary Acidic Protein did not change in our model of ischemia-reperfusion.

Key words: Ischemia. Reperfusion injury. Liver. Glial fibrillary acidic protein. Immunohistochemistry.
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