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RESUMO - Racional: Alguns estudos tém demonstrado que as estatinas apresentam efeito
promissor contra alesao de reperfusdo. Objetivo: Avaliar a capacidade do pds-condicionamento,
estatina e ambos associados em prevenir ou minimizar a lesdo de reperfusdo a distancia no
figado em ratos submetidos a isquemia e reperfusdo por clampeamento adrtico. Método:
Foram utilizados 41 ratos Wistar distribuidos em cinco grupos: isquemia e reperfusao (I/R),
pds-condicionamento isquémico (PCl), pds-condicionamento + estatina (PCI+E), estatina (E)
e SHAM. Os animais foram anestesiados, submetidos a laparotomia, dissecgdo e isolamento
da aorta abdominal infrarrenal; exceto o grupo SHAM, todos os outros foram submetidos
ao clampeamento adrtico por 70 min (isquemia) e posterior retirada do clampe (reperfusdo).
Nos grupos PCl e PCI+E o pds-condicionamento foi realizado entre as fases de isquemia e
reperfusdo por quatro ciclos de reperfusdo e isquemia durando 30 s cada. Nos grupos PCI+E
e E, previamente ao procedimento cirdrgico foi realizada a administracdo de 3,4 mg/dia de
atorvastatina durante sete dias por gavagem.Resultados: A média de lesdo hepatica foi 3
no grupo I/R, 1,5 no grupo PCl, 1,2 no grupo PCI+E, 1,2 no grupo E e 0 no grupo SHAM. O
grupo I/R teve maior grau de lesdo tecidual (p<0,01). Conclusd@o: O pds-condicionamento
isquémico e atorvastatina foram capazes de minimizar a lesdo hepatica de reperfusdo remota,
isoladamente e em associacao.

ABSTRACT - Background: Some studies have shown that statins have a promising effect on
protection against reperfusion injury. Aim: To evaluate the ability of ischemic postconditioning,
statins and both associated to prevent or minimize reperfusion injury in the liver of rats
subjected to ischemia and reperfusion by abdominal aorta clamping. Method: Were used
41 Wistar rats, which were distributed into five groups: ischemia and reperfusion (I/R),
ischemic postcondictioning (IPC), postconditioning + statin (IPC+S), statin (S) and Sham. It
was performed a medium laparotomy, dissection and isolation of the infra-renal abdominal
aorta; excepting Sham group, all the others were submitted to the aorta clamping for 70
min (ischemia) and posterior clamping removing (reperfusion, 70 min). In the IPC and IPC+S
groups, postconditioning was performed between the ischemia and reperfusion phases by
four cycles of reperfusion and ischemia lasting 30 s each. In IPC+S and S groups, preceding
the surgical procedure, administration of 3.4 mg/day of atorvastatin was performed for seven
days by gavage. The left hepatic lobe was removed for histological study and euthanasia was
performed. Results: The mean hepatic injury was 3 in the I/R group, 1.5 in the IPC group,
1.2 in the IPC+S group, 1.2 in the S group, and 0 in the SHAM group. The I/R group had a
higher degree of tissue injury compared to the others in the statistical analysis and there
was no difference between the others (p<0.01). Conclusion: Ischemic postconditioning and
atorvastatin were able to minimize hepatic reperfusion injury, either alone or in combination.

This is an open-access
article distributed under the terms of the
Creative Commons Attribution License.

INTRODUCAO

entanto, evidéncias clinicas e experimentais mostram que os principais
eventos que levam a disfuncao celular e tecidual estdo relacionados a
reperfusdo’?2,

O figado recebe todo o sangue do sistema esplancnico, de modo que isquemia
adrtica ou de seus ramos principais certamente levardo a chegada das espécies
reativas de oxigénio (ERO) a este 6rgdo e podem causar lesdo hepatica intensa a
distancia e disfuncdo de multiplos 6rgédos?.

Com o objetivo de abordar as varias situacdes de isquemia evitando lesdes de
reperfusdo, um grande nimero de substancias e procedimentos foram estudados,
incluindo seus efeitos locais e remotos. Algumas das propostas publicadas obtiveram
bons resultados experimentais, mas sem sucesso comprovado na pratica clinica'.

Em 2003 Zhao et al.®® propuseram tratamento alternativo de isquemia e
reperfusdo (IR), o pés-condicionamento isquémico (PCl), que consiste em realizar um

Q reperfusdo é um passo fundamental no tratamento da isquemia. No
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ou mais ciclos de reperfusdo seguidos por um ou mais ciclos
de isquemia, antes da fase de reperfusdo, demonstrando
efeito protetor naisquemia miocardica em animais. Em 2012
Onody et al.”™ descobriram que o PCl era capaz de prevenir
a lesdo de reperfusdo hepatica a distancia, realizando IR
mesentérica, mas em 2016, Santos et al.”” ndo mostraram
0s mesmos resultados e, portanto, ha uma questao a ser
esclarecida quanto a capacidade real do PCl para prevenir
tais lesdes hepaticas.

Muito tem sido estudado sobre a fisiopatologia da lesdo
de reperfusdo e alguns mecanismos ja foram bem evidenciados,
como o papel dos radicais livres, disfuncdo endotelial vascular
e lesdo mediada por neutréfilos’. Recentemente, tem havido
aumento no interesse pelas estatinas, drogas conhecidas
pelo seu efeito antidislipidémico, desta vez devido ao seu
efeito pleiotrépico, que se caracteriza por propriedades anti-
inflamatérias, imunomoduladoras, agdes antitrombogénicas
e melhora da funcdo endotelial?®®. Estudos experimentais
recentes’ relataram resultados promissores com o uso de
estatinas demonstrando seu papel na protecdo contra lesdes
de IR, o que leva a inquirir sobre seus beneficios frente a
lesdo de reperfusdo, objetivando avaliar a capacidade do
PCl associado ao uso de estatinas na reducao da leséo
tecidual do figado.

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar o
efeito do pds-condicionamento isquémico e atorvastatina,
isoladamente e em associacdo, na prevencdo da lesdo de
reperfusdo no figado de ratos submetidos a isquemia e
reperfusdo por clampeamento aortico.

METODOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Anhanguera -
Uniderp. Foram utilizados 41 ratos Wistar, machos, pesando
250-300 g, provenientes do biotério da Universidade.
Os animais foram mantidos em gaiolas em temperatura
ambiente de aproximadamente 23° C, com ciclos luminosos
de 12 h e receberam agua e alimentacdo ad libitum. Foram
distribuidos nos seguintes grupos: 1) grupo isquemia e
reperfusdo (I/R): nove animais submetidos a isquemia por
70 min por pincamento adrtico, seguido de reperfusdo de
70 min; 2) grupo poés-condicionamento isquémico (PCl):
nove ratos com o procedimento de isquemia por 70 min por
pingamento aértico e reperfusdo por 70 min e entre isquemia
e reperfusdo foram realizados quatro ciclos de reperfusao
(30 s cada), intercalados por quatro ciclos de isquemia (30 s
cada); 3) grupo pds-condicionamento isquémico + estatina
(PCI+E): nove ratos receberam 3,4 mg/dia de atorvastatina,
uma dose por dia pelo método de gavagem, por sete dias
e foram submetidos ao procedimento de isquemia por 70
mins por pincamento aértico e reperfusdo durante 70 min,
e entre a isquemia e a reperfusdo, foram realizados quatro
ciclos de reperfusédo (30 s cada), intercalados por quatro
ciclos de isquemia (30 s cada); 4) grupo estatina (E): nove
ratos receberam 3,4 mg/dia de atorvastatina, uma dose por
dia através do método de gavagem, durante sete dias e, em
seguida, foram submetidos ao procedimento de isquemia
por 70 min por pincamento adrtico e reperfusdo por 70 min;
5) grupo SHAM: cinco animais submetidos a laparotomia,
disseccdo e isolamento da aorta infrarrenal.

Os animais foram anestesiados por injecdo intraperitoneal
de solucdo 2:1 de cloridrato de cetamina (Cetamin®) 50 mg/ml
e cloridrato de xilasina (Xilazin®) 20 mg/ml, respectivamente,
comdose de 0,1 ml/100 g. Apds a anestesia, foram submetidos
a laparotomia mediana longitudinal de aproximadamente
4 cm, exteriorizacdo do intestino delgado, identificacdo e
disseccdo da artéria aorta abdominal infrarrenal.
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Em todos os grupos, exceto o SHAM, a aorta abdominal
foi ocluida por pinga vascular atraumatica que permaneceu
por 70 min (fase de isquemia). Em seguida, o intestino
delgado foi reposicionado na cavidade abdominal e a ferida
cirtrgica foi fechada com sutura continua da pele com nailon
monofilamentado 4-0. Apds a fase de isquemia, a parede
abdominal foi reaberta por remogdo da sutura e nos grupos
I/R e E o clampe vascular foi removido, iniciando a fase de
reperfusdo, com duragado de 70 min. Nos grupos PCl e PCI+E,
precedendo a fase de reperfusdo, o pds-condicionamento
isquémico foi realizado por quatro ciclos de reperfusédo
(remocgdo do clampe vascular da aorta abdominal) com
duracao de 30 s cada, intercalados por quatro ciclos de
isquemia (oclusdo da artéria aorta abdominal por clampe
vascular), também com duracdo de 30 s cada.

Em todos os grupos, apds o inicio da fase de reperfuséo,
o abdome foi novamente fechado por sutura continua da
pele com fio de nailon monofilamentado 4-0 até o final
do experimento. No grupo SHAM, realizou-se apenas
laparotomia mediana longitudinal de aproximadamente
4 cm, exteriorizacdo do intestino delgado, identificacdo e
disseccdo da artéria aorta abdominal infra-renal. Apds a
fase de reperfusao, todos os animais foram submetidos a
resseccao do lobo hepético esquerdo, sendo estes espécimes
lavados com solucado salina e colocados em solucao de
formaldeido a 10% para anélise histologica. A eutanasia foi
realizada por administragdo intraperitoneal de uma dose
letal de cetamina+cloridrato de xilazina (0,4 ml/100 g). As
laminas foram preparadas com o material colhido coradas
com H&E e analisadas por microscopia 6ptica por um Unico
observador, sem conhecimento prévio quanto ao grupo
pertencente de cada rato.

As amostras foram classificadas de acordo com o grau
de lesdo tecidual de acordo com Rhoden et al.’®, levando-
se em conta o achado de congestédo vascular (sinusoidal,
centrolobular e espaco portal), necrose e esteatose hepética
em: 0: auséncia de alteracOes; 1: alteracdes de intensidade
leve (menos de 25% do campo analisado); 2: alteracdes de
intensidade moderada (25% a 50% do campo analisado); 3:
alteracdes de intensidade severa (mais de 50% do campo
analisado).

Analise estatistica

Apds a anélise dos dados, os resultados foram submetidos
ao tratamento estatistico, utilizando-se o teste ndo-paramétrico
de Kruskal-Wallis, considerando p<0,05.

RESULTADOS

As médias dos graus de leséo tecidual foram 3 no grupo
I/R, 1,5 no grupo PCl, 1,2 nos grupos PCI+E e E e 0 no grupo
SHAM (Tabela 1 e Figura 1).

TABELA 1 - Graus de lesdo histolégica do figado dos animais
por grupo estudado

Ratos Grupos
I/R PCl PCI+E E SHAM

1 3 2 1 1 0
2 3 1 1 1 0
3 3 1 2 2 0
4 3 2 2 1 0
5 3 2 1 1 0
6 3 1 1 2 -
7 3 2 1 1 -
8 3 1 1 1 -
9 3 2 1 1

Média 3 1,5 12 12 0
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Kruskal-Wallis; p<0,0001; “a” p<0,05 em relagdo ao grupo I/R; “b” p<0,01 em
relagdo ao grupo I/R

FIGURA 1 - Comparacdo das medianas dos graus de lesdo
hepética entre os grupos estudados

Os principais achados histoldgicos podem ser observados
na Figura 2.

FIGURA 2 - Fotomicrografias dos principais achados histolégicos
dos diferentes grupos de acordo com a classificacao
de Rhoden et al.: A) normal; setas brancas: células de
Kupfer; setas pretas: hepatdcitos; B) grau 1; vs=vaso
sanguineo; i= inflamacéo; C) grau 2; setas: infiltrado
inflamatdrio leve; D) grau 2; ef=edema focal; E=grau
2; vsc=vaso sanguineo congesto; F) grau 3; setas:
necrose tecidual (H&E, 10x e 40x)

DISCUSSAO

Alisquemia seguida de reperfusdo pode induzir apoptose
e resposta inflamatéria que afeta a reparacdo tecidual. Como
resultado, muitos avaliaram o impacto do PCl em respostas
apoptdticas einflamatdrias subsequentes. Em modelos experimentais
de IR em ratos com 30 min de isquemia e 3 h de reperfusédo
houve diminuicdo significativa na necrose tecidual com PCI.
Ha também diminuicdo na geracdo de ERO e protecdo da
integridade mitocondrial, sugerindo que o efeito protetor de
PCl pode ser o resultado da reducdo na resposta inflamatoria.
No entanto, poucos estudos avaliaram diretamente o impacto
da PClI sobre a inflamacdo. O PCl pode limitar a expressdo da
P-selectina, que é necessaria para o suporte de neutréfilos
e seu recrutamento. Além disso, pode reduzir o acimulo de
neutroéfilos na regido afetada, diminuir a adesdo ao endotélio
vascular isquémico e atenuar a disfuncdo endotelial do vaso
envolvido, eventos que normalmente ocorrem na IR&.

No presente estudo observou-se protecdo do figado com
o PCl, demonstrando a eficacia do método contra este modelo
de IR, o que pode ser justificado pelo fato de que os ERO,
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independentemente de onde sejam produzidos, quando ocorre
reperfusdo, sdo espalhados pelo organismo causando a lesdo de
reperfusdo remota, tanto que no grupo I/R observou-se lesdo
acentuada no figado. Atuando como um moderador da producéo
de ERO, PCl pode atenuar a lesdo local e a distancia. Onody
et al.” demonstraram a mesma eficacia com PCl na protecdo
remota do figado por meio da realizagdo de IR intestinal. No
entanto, como método de avaliacdo, estes autores utilizaram a
dosagem de transaminases, diferente da aqui utilizada. Santos
etal.'” também fizeram andlise histoldgica, ndo confirmando a
eficaciado método. A diferenca entre o bom resultado observado
aqui e a publicagdo de Santos et al.” pode ser devido ao fato
de que esses autores realizaram IR intestinal, enquanto que
aqui utilizou-se clampeamento adrtico. Também os periodos
de IR foram diferentes entre esta pesquisa e a de Santos et
al." (30 e 60 min de IR, respectivamente). Talvez a isquemia
produzida diretamente no intestino, cujo sangue é totalmente
drenado para o figado leve a sobrecarga ERO, enquanto que
na IR adrtica isso pode ser abrandado.

N&o héa estudos com desenho similar ao utilizado aqui
que permitam comparacdo direta; mas Seifi et al.” também
verificaram a protecdo hepatica remota com IR renal em ratos,
assim como Costa et al.> que aplicaram IR ao membro traseiro
de ratos também observando prote¢do com PCl no figado
dos animais. Assim, embora haja poucas publicacdes, ha boa
evidéncia da eficacia do PCl na protecdo remota do figado.
Contudo, teoricamente haveria vantagem maior em método nédo
intervencionista que obtivesse resultados tdo bons ou melhores
do que o PCl, como um farmaco conhecido e seguro. Isto leva
ao grande interesse no estudo das estatinas para este fim.

No presente estudo, a protecdo do figado foi obtida com
o uso de atorvastatina, na mesma intensidade que com o PCI.
Como ndo existem estudos com o mesmo desenho utilizado
aqui, ou seja, clampeamento adrtico e uso de atorvastatina,
a comparacgdo com a literatura também é prejudicada. Além
disso, uma vez que a utilizagdo de estatinas para a prevencao
de lesGes por reperfusdo é relativamente nova, a melhor via
de administracdo e a dose ideal sdo itens a serem esclarecidos
em pesquisas futuras. Foi escolhida aqui a administragdo por
sonda com a inten¢do de simular o que é praticado no ser
humano, isto é, a absorcdo pelo trato gastrointestinal, visando
a sua aplicagéo clinica.

As estatinas foram testadas com éxito para este fim em
varias situacdes. Wu et al.?" realizaram IR renal em ratos e
demonstraram que a atorvastatina diminuiu a leséo tecidual
no grupo controle. Os mesmos resultados foram obtidos por
Cusomano et al. na IR renal de ratos utilizando atorvastatina.
Kocak et al.'" também confirmaram a eficacia da sinvastatina
na protecdo hepatica em ratos, mas estes autores aplicaram IR
diretamente no hilo hepatico, ndo configurando assim um estudo
de seu efeito a distancia, como aqui apresentado. Estes autores
também aplicaram a estatina por Unica injecao intraperitoneal,
enquanto que na presente pesquisa usou-se gavagem durante
uma semana.Considerando os bons resultados iniciais das
estatinas em condi¢des de IR em animais e a seguranca desses
farmacos, Sarim et al.’® avaliaram sua eficacia em humanos em
estudo no qual pacientes submetidos a ressec¢des hepaticas
graves haviam feito uso prévio de atorvastatina por pelo menos
trés dias. A dosagem de transaminases no pds-operatério foi
menor nesses pacientes do que no grupo controle. Novamente,
deve-se notar que nao foi um estudo de efeito remoto, uma
vez que a IR foi produzida diretamente no hilo hepatico.

As estatinas também protegem outros tecidos na presenca
de IR, tais como coragdo®®', sistema nervoso® e pulmao™. O
mecanismo de protecdo da estatina frente a situagdes de IR
deve-se ao seu efeito pleiotropico. Inibindo a conversdo de
HMG-CoA em L-mevalonato, as estatinasimpedem a sintese de
isoprendides, que sdo precursores da biossintese de colesterol,
que servem como importantes ligantes lipidicos para modificacdo
pds-transducional de proteinas intracelulares tais como GTPases,
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Rho, Rac e Ras. Estaisoprenilagdo protéica permite alocalizagdo
subcelular adequada e o tréfico intracelular de proteinas, que
controlam diversas fungbes celulares, sendo que a inibicao
dessas vias podem determinar importantes componentes dos
efeitos pleiotrdpicos das estatinas. A via Rho esta relacionada
ao estresse oxidativo, aterosclerose e pressao arterial elevada,
sinalizando o caminho entre os dois mecanismos cruciais,
como o remodelamento do citoesqueleto e a sintese de ERO™.

No desenvolvimento deste projeto nédo se sabia que os
métodos terapéuticos aplicados apresentariam os resultados
aqui apresentados, de modo que foi criado um grupo de
associacao (PCI+E) com o objetivo de melhorar a protecao
tecidual. Contudo, ndo houve vantagem na associacdo, uma vez
queisoladamente estes métodos terapéuticos obtiveram lesdo
tecidual média estatisticamente semelhante aos grupos PCl e
E. Assim, verifica-se que a atorvastatina tem a capacidade de
proteger o figado em situagdes de reperfusdo a distancia, na
mesma intensidade do IPC, e é possivel investir em pesquisas
que confirmem o melhor método de uso dessas terapias para
aplica-las na prética clinica.

CONCLUSAO

O pés-condicionamento isquémico e a atorvastatina
foram capazes de minimizar a lesdo de reperfusdo hepatica,
isoladamente ou em combinacéo.
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