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RESUMO: Objetivo: O proposito deste trabalho experimental foi estudar os efeitos da isquemia e
reperfusdo hepatica total sobre o acimulo de neutréfilos no figado de ratos, em condigdes de normalida-
de e submetidos ao estado de choque hemorragico controlado. Método: Trinta e dois ratos Wistar,
machos, foram divididos em quatro grupos de oito animais cada: grupo Controle, submetido a laparotomia
com um periodo de 60 minutos de observagdo; grupo Choque, submetido a choque hemorragico contro-
lado (PAM =40 mmHg, 20 min.) seguido de reposic¢do volémica (Ringer lactato + sangue, 3:1) e reperfusdo
(60 min.); grupo Pringle, submetido a isquemia hepatica total (15 min.) e reperfus@o (60 min.); grupo Total
submetido a choque hemorragico controlado (15 min.) seguido de reposi¢do volémica (Ringer lactato +
sangue, 3:1) mais isquemia hepatica total (15 min.) e reperfusdo (60 min.). A dosagem do lactato arterial
¢ déficit de base foram utilizados para caracterizar o estado de choque hemorragico com baixa perfusdo
tecidual. Apés a morte dos animais, procedeu-se a contagem de neutr6filos no tecido hepatico. Resul-
tados: Na contagem de neutréfilos no figado o grupo Pringle diferiu dos grupos Choque ¢ Total, os quais
ndo diferiram entre si (Controle 10,30+3,20; Choque 13,94+2,84; Pringle 7,00+3,40; Total 12,45+3,65).
Conclusao: Em ratos submetidos a estado de choque hemorragico controlado, associado a isquemia
hepatica total de 15 minutos, seguido de 60 minutos de reperfusdo, ndo ocorreu acimulo significativo de
neutréfilos no figado.
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INTRODUGAO

O figado constitui 0 6rgdo mais atingido no
trauma abdominal fechado, superado apenas pela le-
sdo do bago. Nas lesdes lobares extensas, associa-
das com graves desinser¢des vasculares envolvendo
as veias supra-hepaticas, a mortalidade pode ocorrer
em 50% dos casos'? Nestes pacientes, o
clampeamento da triade portal, conhecido como ma-
nobra de Pringle®, tem sido o procedimento padrdo
mais utilizado pelos cirurgides para reduzir o risco de
hemorragia maci¢a durante a abordagem cirargica do
orgdo. No entanto, esta manobra pode induzir a le-
sOes hepaticas caracterizadas por alteragdes propri-
as da sindrome de isquemia e reperfusdo (I/R)*°.

Embora esta técnica comporte-se como uma
maneira segura em reduzir o sangramento, muita con-
trovérsia ainda existe sobre o tempo total de toleran-
cia hepatica a isquemia. Deste modo, estudos tém sido
realizados para avaliar o tempo méximo em que o Or-
gao pode suportar sem sofrer lesdes e, também, para
avaliar, de forma comparada, os efeitos da manobra
quando executada de maneira intermitente, sendo o
acumulo de neutréfilos no tecido hepatico um
marcador confiavel na quantificagdo destas lesdes®’.

O proposito deste trabalho experimental foi
estudar os efeitos da isquemia e reperfusdo hepatica
total, quantificados pelos niveis de acimulo de
neutréfilos no figado de ratos em condi¢des de nor-
malidade e, também, submetidos ao estado de choque
hemorragico controlado.

METODO

Todos os procedimentos seguiram a orienta-
¢do do protocolo previamente estabelecido pela Dis-
ciplina de Cirurgia do Trauma e, aprovado pela Co-
missdo de Etica na Experimentagdo Animal do Insti-
tuto de Biologia da UNICAMP.

Foram utilizados 32 ratos machos, adultos, da
linhagem Wistar (CEMIB UNICAMP, Campinas, SP),
com pesos que variaram de 185 a 250 gramas
(212,65+20,79) e com idade aproximada de oito se-
manas. Todos foram mantidos em condig¢des
ambientais controladas de luminosidade e temperatu-
ra, recebendo dieta padrdo constituida de ragao
NUVILAB CR-1 (Nuvital Nutrientes Ltda., Parana,
Brasil) e agua ‘ad libitum’.

Os ratos foram aleatoriamente distribuidos em
quatro grupos de oito animais cada:
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- Grupo Controle — Ratos em condi¢des de
normalidade, submetidos, unicamente, a laparotomia
e, posteriormente, a um periodo de 60 minutos de ob-
servagdo, equivalente ao periodo de reperfusdo nos
demais grupos;

- Grupo Choque — Ratos submetidos a san-
gria com instalag@o do estado de choque hemorragico
controlado, com pressao arterial média (PAM) mantida
em 40 mmHg, por um periodo de 20 minutos, seguido
da reposi¢do volémica com solugdo de Ringer lactato
e sangue total (3 : 1) até atingir a PAM de 80 mmHg,
com posterior periodo de reperfusdo de 60 minutos.

- Grupo Pringle — Ratos submetidos a
laparotomia seguida por 15 minutos de manobra de
Pringle e, posterior periodo de reperfusdo hepatica
total de 60 minutos.

- Grupo Total — Ratos submetidos a sangria
com instalagao do estado de choque hemorragico con-
trolado, com PAM mantida em 40 mmHg, por um
periodo de 20 minutos, seguido da reposi¢do volémica
com solucdo de Ringer Lactato e sangue total (3:1)
até atingir a PAM de 80 mmHg. A seguir, foram sub-
metidos a laparotomia e a 15 minutos de manobra de
Pringle, seguida de reperfusdo hepatica total por um
periodo de 60 minutos.

Os animais foram submetidos a jejum de 12
horas na noite anterior ao experimento. Os procedi-
mentos cirurgicos foram realizados sob anestesia
intraperitoneal (IP) com uma solugdo de cloridrato de
cetamina, 80 mg/Kg (Cristalia, Itapira, SP) + cloridrato
xilazina, 10 mg/Kg (Bayer S.A., Sdo Paulo, SP) e,
sulfato de atropina (Halex Istar, sdo Paulo, SP)
0,05 mg/Kg. Oxigénio foi administrado num fluxo de
2 1/min., fornecido sob campanula plastica semi-aber-
ta. Apos indugdo anestésica, foi realizada depilagdo e
os animais colocados em posi¢ao supina sobre pran-
cha com aquecimento elétrico controlado.

Usando-se técnica anti-séptica, a artéria
cardtida e veia jugular, direitas, foram dissecadas e
cateterizadas com cateteres de polietileno (PE 40),
previamente heparinizados, que foram utilizados para
efetivagdo da sangria com estabelecimento do estado
de choque hemorragico controlado, além da coleta de
amostras de sangue para exames e infusdo de liqui-
dos para reposi¢do volémica, respectivamente. A se-
guir, a artéria femoral direita foi dissecada e
cateterizada para controle da PAM dos animais (Re-
gistrador Mingograf 804. Siemens-Elema, Alemanha).

Durante todas as fases do experimento as
seguintes variaveis foram monitorizadas continuamen-
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te: eletrocardiograma (ECG), PAM, freqiiéncia car-
diaca (FC), freqiiéncia respiratoria (FR) e tempera-
tura retal (TR), a qual foi mantida entre 36°C —38°C,
controlada por aquecimento externo. Medidas das
pressdes parciais do gés carbonico (pCO,) e do oxi-
génio (p0O,), dos eletrolitos (sodio, potassio), da reser-
va de base (BE), do lactato e pH sangiiineos, todos
arteriais, foram obtidas ap6s estabilizacao dos sinais
vitais iniciais (SVI), no inicio da fase de reperfuséo
(RPO0), aos 30 minutos de reperfusdo (RP30) e aos 60
minutos de reperfusdo (RP60).

As variaveis utilizadas para caracterizar o
estado de choque hemorragico controlado com baixa
perfusdo tecidual incluiram as medidas do pH, da re-
serva de base ¢ dosagem do lactato sérico nas fases
estabelecidas pelo protocolo do experimento. O esta-
do de choque hemorragico controlado foi obtido pela
sangria, a intervalos regulares, de volumes equivalen-
tes a 5% da volemia, até a obtenc¢do dos niveis
pressoricos iguais a 40 mmHg de PAM para os ani-
mais do grupo Choque e Total (Figura 1). Retiradas
posteriores foram efetuadas, se necessario. A
laparotomia mediana foi realizada com hemostasia
rigorosa dos vasos sangiiineos. O ligamento
hepatoduodenal (artéria hepatica, veia porta e ducto
biliar) foi identificado e pingado (manobra de Pringle)
com clampe arterial delicado por 15 minutos. Apds o
periodo de reperfusdo de 60 minutos os animais fo-
ram mortos por exsanguinacao.

Fragmento dos lobos medianos dos figados,
previamente lavados em solucao salina fisiologica,
fixados em formalina a 10% e embebidos em parafi-
na, foram submetidos a cortes histologicos de 4 mm
de espessura e a coloragdo pela por hematoxilina/
eosina para estudo histolégico e contagem do nime-
ro de neutrofilos por campo. A leitura das laminas
foi realizada de maneira aleatodria e o resultado final
da contagem de neutroéfilos, em cada corte, foi obti-
do pela média aritmética dos valores relativos a 10
campos microscopicos, com aumento de 400x, al-
ternando-se dois campos sem leitura para cada cam-
po considerado.

Nas comparagdes entre os grupos a
significancia estatistica foi avaliada através da Ana-
lise de Variancia (ANOVA de um critério — Teste
F). Na presenga de diferencas entre os grupos, es-
tas foram identificadas pelo método de Student-
Newman-Kuels. Adotou-se o nivel de significancia
de 5% (p £ 0,05). Os valores de “p” foram obtidos
através do programa estatistico SAS — versdo 6.12
(Statistical Analysis System Software — Cary, NC,
USA).

RESULTADOS

Neste experimento, os grupos foram homo-
géneos, pois ndo ocorreram diferengas significativas
quanto aos pesos dos animais estudados.

Inicio do
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Figura 1 — Esquema de choque por hemorragia controlada.
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Em todos os animais as variaveis de interes-
se encontravam-se dentro dos limites de normalidade
demonstrando que todos os animais foram retirados
da mesma populacgdo. Os valores da média+desvio
padrdo, para cada grupo estudado, estdo representa-
dos na tabela 1.

Para cada grupo e, durante todas as fases
de cada experimento, as medidas da PAM, FR e FC
foram obtidas para avaliar a evolugdo hemodindmica
dos animais. As analises estatisticas destas varia-
veis foram realizadas nas seguintes fases dos dife-
rentes grupos: sinais vitais iniciais (SVI), inicio da

Tabela 1 — Valores médios das variaveis pré-operatorias conforme o grupo estudado.

Grupo Variavel Controle Choque Pringle Total P*

PAM (mmHg) 118,75+ 1791  126,75£17,46 136,50+ 14,88 128,25+ 19,16 0,265
FR (mov./min.) 60,25+ 858 58,00+ 4,78 63,50+1648 63,50+ 6,90 0,648
FC (bpm) 310,50+ 28,27 292,50+40,02 307,50+ 15,62 312,00+ 19,24 0,478
PH 7,329+ 0,062 7,257+ 0,059 7,311+ 0,049 7,295+ 0,033 0,059
PCO, (mmHg) 49,15+ 6,52 57,67+ 9,50 4848+ 3,00 52,66+ 545 0,035
PO, (mmHg) 208,25£118,62  240,37+68,62 161,75+92,68 222,00£99,11 0,421
HCO; (mmol/l) 2725+ 398 2537+ 223 2481+ 1,75 25,57+ 1,30 0,269
BE (mmol/l) 0,02+ 2,18 -223+ 1,90  -1,46+ 237 -1,00+ 1,15 0,161
Na* (mEq/l) 136,00+ 8,01 132,14+ 4,14 129,37+ 895 133,62+10,33 0,444
K* (mEq/l) 4,92+ 0,59 4,30+ 0,74 4,93+ 0,58 4,60+ 0,72 0,201
Lactato (mmol/l) 0,92+ 0,12 0,95+ 0,19 0,91+ 0,20 0,85+ 0,14 0,678

*Andlise de Varidncia (ANOVA).

reperfusdo (RPO), reperfusdo 30 minutos (RP30) e
reperfusdo 60 minutos (RP60). O grafico 1 ilustra,
mais detalhadamente, a média dos valores da PAM
nos diferentes grupos, ao longo de todo o experi-
mento.

Na comparagdo entre os valores da PAM no
inicio do experimento (SVI), ndo foi verificada qual-
quer diferenga significativa entre os diferentes gru-
pos (p=0,265), estando todos equiparados quanto a
esta variavel hemodinamica. Na fase inicial da
reperfusao (RPO), todos os grupos apresentavam PAM
significativamente diferentes (p<0,0001), exceto en-
tre os grupos Pringle e Total (p=0,123), que evoluiram
com valores muito proximos (43,254+3,01 mmHg e
46,00+3,46 mmHg) e bem abaixo dos demais grupos.
Aos 30 minutos de reperfusdao (RP30) apenas o gru-
po Controle apresentava diferenca significativa com
os demais grupos, com PAM apresentando valor su-
perior a estes (96,5+14,8 mmHg). Apds 60 minutos
de reperfusdo (RP60) a medida da PAM mostrou-se
novamente diferente apenas no grupo Controle que,
como ja vimos, apresentou valores acima dos demais
grupos durante todo o experimento, exceto nos sinais
vitais iniciais (SVI).
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O numero de neutroéfilos por campo, presen-
te no figado, em cada grupo, apés 60 minutos de
reperfusdo, fulcro do presente trabalho, esta repre-
sentado no grafico 2.

Grafico 1 — Valores da PAM em cada fase do
experimento conforme o grupo estudado.
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Grifico 2 — Valores do acumulo de neutrofilos, por
campo, no figado conforme o grupo estudado.
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DISCUSSAO

No trauma hepatico as ressecgdes extensas
continuam como raras indicagdes, sendo reservadas,
apenas, quando ndo € possivel outro tipo de procedimen-
to e, nestes casos, coibir a hemorragia pelo clampeamento
do pediculo hepatico, durante o ato cirargico, ¢ funda-
mental para o sucesso do tratamento®1°,

Na literatura, diversos autores preconizam
que o tempo de isquemia hepatica, se continuo, nao
devera exceder 30 minutos e, o procedimento do
clampeamento intermitente devera ser adotado quan-
do o periodo para correcdo das lesdes superar este
valor. Porém, todos sdo unanimes em afirmar que a
reducdo do tempo ¢é fator importante na prevencao
das lesdes decorrentes da isquemia do orgéo e, tam-
bém, na prevengdo de possiveis danos causados a
orgdos distantes*!°.

Em geral, a exata etiologia destas alte-
ra¢des ainda demanda melhores esclarecimentos mas,
freqlientemente, tem sido associada a isquemia pro-
pria do figado, bem como as alteragdes da drenagem
venosa com estase sangiiinea do leito esplancnico, a
montante, que resultam em isquemia intestinal secun-
daria a obstru¢do portal provocada. Embora o figado
possa suportar grandes danos sem que haja conside-
ravel comprometimento da funcdo, este importante
orgdo da economia mostra-se bastante sensivel a
hipoxia e aos efeitos da reperfusdo subseqiiente que,
de maneira associada, induzem a alteracdes, atribui-
das, pelo menos em parte, a liberagdo de radicais li-
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vres durante a fase de reperfusao**'"2. Deste modo,
as lesdes induzidas pela sindrome de I/R podem ser
atribuidas a dois mecanismos distintos. Um, caracte-
rizado pela produgdo excessiva e posterior liberagdo
de radicais oxigénio, altamente reativos e citotoxicos,
durante a fase de reperfusdo; o outro, pela interagdo
dos polimorfonucleares neutréfilos (PMN) com as
células endoteliais capilares, mediada pelas citocinas
inflamatorias e moléculas de adesdo'*'®. Assim, pro-
cedimentos que causam a I/R hepatica total, ou mes-
mo parcial, induzem a sintese destas citocinas que
podem estar diretamente relacionadas ao desenvolvi-
mento da resposta inflamatdria sistémica (SIRS) ou
mesmo pela insuficiéncia de multiplos 6rgdos e siste-
mas (IMOS)!'7-",

Colletti et al."® utilizando experimentalmente
o procedimento descrito por Pringle, em ratos, procu-
raram determinar os efeitos da I/R hepatica na libe-
racao de mediadores quimicos da resposta inflamato-
ria, com énfase para o TNF-a, concluindo ser esta
substancia o principal mediador envolvido nas altera-
¢oes ocorridas no figado e pulméao. Por outro lado,
Gonce et al.* com procedimento semelhante, avali-
ando a importancia do tempo de I/R na inducéo do
estado de choque circulatorio, relataram que estas
alteracdes se devem mais a isquemia intestinal induzida
pela oclusdo da triade portal do que a propria
hipoxemia e reperfusio hepatica. Ja, Bailey utilizan-
do a dosagem de enzimas hepaticas para avaliar os
danos que se seguem apds 90 minutos de I/R do figa-
do, afirmaram que, neste 6rgdo, ndo ocorreram alte-
racdes importantes sobre as principais fungdes meta-
bolicas, embora, tenha havido altos valores enzimaticos
no plasma e morte celular acinar.

Os polimorfonucleares neutréfilos sdo consi-
derados de grande importancia na génese das altera-
¢oes fisiopatologicas que ocorrem apds a liberagao de
mediadores em resposta a I/R. Neutrofilos seqiiestra-
dos nos locais da inflamacdo sdo ativados e liberam
radicais superoxidos, além de enzimas proteoliticas que
levam a lesdo endotelial, aumento de permeabilidade
microvascular, edema e lesdo tecidual®'. Portanto, a I/
R além de levar a lesdo do proprio figado por acao
direta sobre os hepatdcitos, também aumenta o nume-
ro de polimorfonucleares neutréfilos e a permeabilidade
microvascular nos tecidos de outros 6rgdos da econo-
mia, como no pulmao, sugerindo que a lesdo hepatica
pode ser um fator desencadeante que contribui para o
inicio da SIRS e, consequentemente da IMOS, em
pacientes vitimas de trauma hepético extenso, princi-
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palmente, quando associado com grave estado de
choque hemorragico'®%.

Neste sentido, a contagem de PMN encon-
trados nos tecidos de diversos 6rgdos submetidos ao
processo de I/R vem sendo utilizada como importante
marcador para quantificar o grau de lesdo associada
e, neste trabalho experimental, tentou-se estabelecer
uma correlacdo entre o acimulo de neutrofilos no te-
cido hepatico e a ocorréncia de duas condigdes
clinicas freqiientemente associadas - o choque
hemorragico e isquemia hepatica.

Com os resultados obtidos, verificou-se que, na
andlise de comparacao miltipla entre os diferentes gru-
pos estudados, ocorreu uma diferenca estatisticamente
significativa (p=0.002) quanto ao aciimulo de neutréfilos
no tecido hepatico apos um periodo de 60 minutos de
reperfusdo, com predominio nos animais submetidos ao
estado de choque hemorragico (grupos Choque e Total)
os quais, diferente do que se poderia esperar, apresenta-
ram valores muito proximos e pouco diferiram dos ani-
mais do grupo Controle. Estes valores sugerem que o
estado de choque hemorragico, quando presente, por um
periodo de 20 minutos, associado ou ndo a manobra de
Pringle, ndo foi fator fundamental para o actimulo des-
sas células no tecido hepatico destes animais, sendo os
resultados confirmados pela analise estatistica de com-
paragdo simples (grupos dois a dois), que ndo mostrou
diferenca significativa entre os grupos aos quais o esta-
do de choque hemorragico foi realizado quando compa-
rados com os animais do grupo Controle.

Por outro lado, sabe-se que, seja qual for a
origem da isquemia, como em um 6rgdo isolado, tal
qual ocorre no pingamento do pediculo hepatico, ou
mesmo generalizada, como no choque hemorragico,
sua instalacdo estd relacionada ao posterior
desencadeamento da resposta inflamatoéria, traduzida
pelo ‘recrutamento’ e ativacao de neutrofilos no sitio
da lesdo ou, de maneira sistémica, com repercussao
em orgaos distantes.

Nesta pesquisa, verificou-se que os animais
do grupo Pringle apresentaram os menores valores
na contagem de neutréfilos quando comparados aos
demais grupos, uma vez que, nos animais onde foi
empregada isoladamente ocorreram diferencas signi-
ficativas quando comparados com os animais do gru-
po Choque (p<0.001) e Total (p=0.014), porém sem
diferir do grupo Controle (p=0.075), representando,
portanto, a manobra de Pringle, quando ndo associa-
da ao estado de choque hemorragico, um fator
determinante para diminuir ou retardar o acimulo de
neutréfilos no tecido hepatico.

Neste estudo experimental pode-se concluir
que, em ratos submetidos a estado de choque
hemorragico controlado associado a isquemia hepati-
ca total por 15 minutos, seguido de 60 minutos de
reperfusdo, ndo ocorreu acimulo significativo de
neutro6filos no figado. Este fato valoriza a técnica de
tratamento das lesOes hepaticas pelo clampeamento
continuo do pediculo hepatico, mesmo na presenca
de grave estado de choque hemorragico.

ABSTRACT

Background: The purpose of this experimental study was to evaluate the effects of total hepatic ischemia
and reperfusion on the accumulation of neutrophils in the liver of rats, under normal conditions and in rats
submitted to controlled hemorrhagic shock . Methods: Thirty two adult male Wistar rats, were divided into
four groups: the Control group, was submitted to the standard procedures for a period of 60 min of
observation; Shock group, was submitted to controlled hemorrhagic shock (mean arterial blood pressure
= 40 mmHg, 20 min) followed by volume resuscitation (lactated Ringer’s solution + blood, 3:1) and
reperfusion for 60 min; Pringle group, was submitted to total hepatic ischemia for 15 min and reperfusion
for 60 min; The Total group, was submitted to controlled hemorrhagic shock for 15 min followed by volume
resuscitation (lactated Ringer’s solution + blood, 3:1), total hepatic ischemia for 15 min and reperfusion
for 60 min. Measurements of serum lactate and base excess were used to characterize the hemorrhagic
shock state with low tissue perfusion. The counting of neutrophils on the liver tissue was performed after
the euthanasia of animals. Results: Values for the counting of neutrophils on the liver indicate that, the
animals from Pringle group differed from Shock and Total groups (Control 10.30+3.20, Shock 13.94+2.84,
Pringle 7.00+3.40, Total 12.45+3.65) but did not differ from Control group. Conclusions: Rats submitted to
controlled hemorrhagic shock state associated to total hepatic ischemia for 15 minutes, followed by 60
minutes of reperfusion, did not present significant neutrophils accumulation on liver tissue.

Key Words: Ischemia; Reperfusion; Shock, hemorrhagic; Liver, Neutrophil; Rats, wistar;, Hypovolemia.
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