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RESUMO: No transplante hepitico, a fisiopatologia da lesdo de isquemia ¢ reperfusdo do figado nio é completamente
conhecida. Vdrias preparagdes experimentais tém sido usadas para estudos de tal lesdo. Para tal fim, no presente trabalho,
um modelo modificado foi proposto e avaliado. Vinte cies mesticos, pesando 15,25 + 1,21kg, sob anestesia geral, foram
distribuidos em dois grupos de investigagdo: 1. Grupo Teste (n = 10) - os animais foram submetidos a desvascularizacdo de
70% da massa hepdtica, por periodo de noventa minutos, scguida de revascularizagio do figado. Durante o perfodo de
isquemia, a descompressiio venosa esplincnica foi realizada através dos lobos caudado e lateral direito; 2. Grupo Controle
(n = 10) - os clies foram submetidos a operagio simulada. Em todos os animais foram realizadas biépsias do figado.
O método foi avaliado através de determinagdes de Necrose Hepatocitica (NH), Contetido de Glicogénio Hepdtico (CGH) e
Contagem Tecidual de Polimorfonucleares (CTPMN), realizadas aos cinco minutos antes da isquemia (T,), cinco minutos
antes da reperfusdo (T|) e uma hora (T,) e cinco horas (T,) apés a reperfusio. Os resultados permitiram concluir com uma
confianga de 95% que: 1. Houve aumento progressivo de intensidade de NH e diminuig¢io do CGH durante os estdgios de
isquemia e de reperfusio hepdticas; 2. No foi comprovada diferenca significativa na CTPMN entre os grupos investigados.
As alteragdes histoldgicas verilicadas sfo indicativas de NH efetiva, decorrente de isquemia e reperfusio do figado.

Unitermos: Figado; Isquemia normotérmica; Reperfusdo; Necrose hepatocitica; Glicogénio hepético; Neutr6filos polimor-
fonucleares; Caes.

do,'"'*1 grandes ressecgdes hepiticas,'' " estado de cho-
que'*!7202122 e instabilidade hemodindmica em doadores de
Grgdos, ™ a redugio do fluxo sangiifneo ao figado pode

INTRODUGAO

No transplante ortotépico de figado, a les@o de isquemia

e reperfusdo hepdticas tem sido relacionada a disfungio pri-
maéria do enxerto,! bem como a episddios de rejei¢do, a
trombose da artéria hepdtica e a estenose das vias biliares.*!°
Em outras situagfes clinicas como traumatismo de [iga-

induzir lesdo de isquemia ¢ reperfusio no tecido hepatico.

A fisiopatologia da lesdo de isquemia e reperfusio hepd-
ticas ndo estd completamente elucidada, fato que tem justifi-
cado grande ndmero de estudos experimentais ¢ clinicos
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realizados sobre 0 assunto. >4 A condigfo histolégica irre-
versivel da lesfio de isquemia e reperlusio hepdticas é repre-
sentada pela morte celular por necrose ou por apoptose (Pro-
cesso caracterizado morfologicamente por {ragmentagio nu-
clear e hidrélise de DNA, com conservagio da membrana cito-
plasmatica).!

O presente trabalho tem como objetivo o estudo das lesdes
histolégicas, por microscopia éplica, através de dados de Ne-
crose Hepatocitica, Conteddo de Glicogénio Hepdtico e Con-
tagem Tecidual de Polimorfonucleares, decorrentes de isquemia
e reperfusdo do figado produzidas em 70% da massa hepatica,
em um modelo experimental proposto para uso em cées.

MATERIAL E METODOS

Vinte cies mesti¢os, de ambos 0s sexos, com peso corpo-
ral de 15,25 + 1,21kg, foram submetidos & anestesia geral,
induzida com tiopental (4 a 6mg/kg) e conduzida com ceta-
mina (1 a 2mg/kg) e pancurdnio (0,1 a 0,2mg/kg), via intra-
venosa. Os animais foram entubados e submetidos a respi-
ragiio controlada com volume corrente de 15ml/kg, FiO2 de
21% e freqiiéncia respiratéria de 16 ciclos/min.

Ap6s abertura da cavidade abdominal, estes animais
foram distribuidos em dois grupos experimentais:

1. Grupo Teste (n = 10) — Os ligamentos hépato-renal,
triangular esquerdo, falciforme e gastro-hepatico foram desco-
nectados do figado. O colédoco, as artérias hepdtica comum
¢ gastroduodenal, assim como o ramo esquerdo da veia porta
foram ocluidos, produzindo-se deste modo exclusio vascular
normotérmica dos lobos medial direito (LMD), quadrado (LQ),
medial esquerdo (LME), lateral esquerdo (LLE) e processo
papilifero do lobo caudado (PPLC), constituindo 70% da
massa hepitica, por periodo de noventa minutos. Durante este
periodo, a descompressdo portal foi realizada pelo ramo
direito da veia porta, através da permanéncia do lobo lateral
direito e do processo caudado do lobo caudado, submetidos
apenas & interrup¢io do fluxo arterial (Figura 1). O fluxo
sangiiineo ao {igado era entiio restabelecido, e, logo apds a
reperfuséo, procedia-se a exclusfio vascular dos lobos hepd-
ticos utilizados para descompressio esplancnica. Apds esses
procedimentos, estes lobos foram ressecados, cauterizando-
se a superficie hepatica com bisturi a gds argdnio.

2. Grupo Controle (n = 10) — Neste grupo, os animais
foram apenas submetidos a dissecgdo e isolamento dos ele-
mentos anatdémicos do pediculo hepdtico.

Em ambos os grupos, exames histoldgicos foram proce-
didos em fragmentos retirados do LME, nos seguintes tem-
pos: cinco minutos antes da isquemia (T, ), cinco minutos antes
da reperfusdo (T,), uma hora apés reperfusio (T,) e cinco
horas apds reperfusdo (T,). Os cortes histoldgicos foram
corados pelo dcido periédibo de Schiff (PAS) e pela hemato-
xilina-eosina (HE).

Necrose hepatocitica (NH), contetdo de glicogénio he-
pitico (CGH) e contagem tecidual de polimorfonucleares
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Figura 1 - Desenho representativo do modelo avaliado. VCI - Veia
Cava Inferior; LC — Lobo Caudado; LLD — Lobo Lateral Direito;
LMD — Lobo Medial Direito; LQ — Lobo Quadrado; LME — Lobo
medial Esquerdo; LLE — Lobo Lateral Esquerdo; AH — Artéria
Hepdtica; VP — Veia Porta; VE — Veia Esplénica

(CTPMN) foram avaliados. Em relagiio aNH, os achados foram
transformados em valores percentuais representativos da
intensidade dalesio do seguinte modo: (-) 0%, (+) 25%, (++)
50%, (+++) 75% ¢ (++++) 100%. Quanto ao CGH, foi atri-
buido o valor de | (um) como representativo de positividade
para o PAS e de 0 (zero) como expressao de negatividade do
exame. A CTPMN foi procedida através de objetiva de grande
aumento (400 x), sendo estudados cinco campos (cga) selecio-
nados subjetivamente de acordo com a aparéncia de uma
maior densidade leucocitdria, iniciando-se no campo inferior
esquerdo e, em seguida, para cima e para baixo, em zig-zag,
até o campo inferior direito, percorrendo-se desse modo toda
a preparacio.

Na andlise estatistica realizada com os dados de NH ¢
CTPMN procedeu-se a aplicacdo do Teste “t” de Student
bicaudal, de modo intragrupo e intergrupo. Para o estudo
estatistico com dados de CGH, aplicou-se o teste do Chi-
quadrado (c*), também de modo intragrupo ¢ intergrupo. Em
toda a andlise estatistica, a probabilidade de erro escolhida
foi de 5%.

A experimentagio foi conduzida seguindo-se os princi-
pios do Cédigo de Etica para pesquisas biomédicas em ani-
mais, da OMS (Howard-Jones NA. CIOMS ethical code for
animal experimentation. WHO Chronicle, v. 39, n. 2, p. 51-
56, 1985).

RESULTADOS

1. Necrose Hepatocitica (NH)— Houve necrose hepato-
celular significativa, de intensidade progressivamente maior,
na andlise comparativa realizada com as médias dos valores
obtidos nos animais do Grupo Teste nos tempos programados,
apos ter sido instituida a isquemia hepatica (Tabela 1). A
intensidade desta necrose alcangou valores médios de 85%
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no tempo T, (Tabela 1). No Grupo Controle ndo ocorreu ne-
crose hepdtica em nenhum dos tempos programados para
estudo (Tabela 1). Desse modo, na comparagio entre o Grupo
Teste e o Grupo Controle foram evidenciadas diferencas signi-
ficativas com relaciio a este parAmetro (Tabela 1), nos tempos
analisados apds a indug@o de isquemia hepdtica (Tabela 1).
A necrose foi predominantemente de cardter centrolobular,

Tabela 1
Andlise comparativa intragrupo (* ) e intergrupo (¥) entre as médias dos
valores de Necrose Hepatocitica (NH) (%), obtidos nas bidpsias
realizadas nos animais do grupo Teste ¢ do Grupo Controle

TEMPOS

G I i T T

R f LS 2 3

U z | Smin 5 min 1 hora 5 horas

S S auimickce RS Pré- Pos- P6s-

0 isquemia reperfusio] reperfusio| reperfusio

S

0,000 32,500°% 70,0007 | 85,000°F

]T + (0,000 +16,870 +15,810 +12,910
S NH 32,500 | 70,0000 | 85,000

% (%) +16879 | 15810 | x12,910
(n=10) 70,000 85.,000°

+15810 +12,910

(64

(0]

N

T NH 0,000 0,000 0,000 0,000

R (%) +0,000 +0,000 +0,000 +0,000

(0]

L

E
(n=10)

ISQUEMIA REPERFUSAQ

*p<0,05
*p < 0,05

2. Conteido de Glicogénio Hepatico (CGH) — No Gru-
po Teste, as médias dos valores de CGH, obtidos por escore,
nos tempos T, T, e T,, foram significativamente menores
que aqueles determinados no tempo T, (Tabela 2).

De modo diverso, nos experimentos do Grupo Controle,
niio houve alteragdes significalivas dos niveis médios de CGH,
em qualquer dos tempos estudados (Tabela 2). Conseqiien-
temente ficou evidente a existéncia de diminuigdes signi-
ficativas dos valores médios obtidos nos experimentos do
Grupo Teste, quando comparado com aqueles obtidos nos
experimentos do Grupo Controle (Tabela 2).

3. Contagem Tecidual de Polimorfonucleares (CTPMN)
—No Grupo Teste ficou evidenciada a auséncia de diferengas
estatisticamente significativas na CTPMN, durante o evolver
dos experimentos (Tabela 3), diversamente do que foi consta-
tado nos experimentos do Grupo Controle (Tabela 3). Na
andlise comparativa intergrupo, ndo foram constatadas
diferencas significativas com relagfio 8 CTPMN (Tabela 3).

Tabela 2
Andlise comparativa intragrupo (*) e intergrupo (%) entre as
médias dos valores de Conteddo de Glicogénio Hepdtico (CGH), obtidos
por escore* nas biépsias realizadas nos animais
do grupo Teste ¢ do Grupo Controle

G TEMPOS
R
U i T, ¥ T, T, T,
P Parimetros | 5 min 5 min 1 hora 5 horas
o Pré- Pré- Pés- Pas-
S isquemia | reperfusiio | reperfusdo | reperfusio
T
E L3
g CGH 1,000 0,100 O L0 0,000
T (PAS) +0,000 +0,316 +0,330 +0,000
E
(n=10)
@
(0]
N 0,900 0,000* 1,000*% 1,000*%
T CGH +0,320 +0,000 +0,000 0,000
R (PAS)
0]
L
E
(n=10)
ISQUEMIA REPERFUSAO
* Positividade para PAS = 1 ‘p<0,05
Negatividade para PAS =0 “p < 0,05
Tabela 3

Andlise comparativa intragrupo (* ) ¢ intergrupo (¥) entre as
médias dos valores da Contagem Tecidual de Polimorfonucleares
(CTPMN), (avaliado em cinco campos de grande aumento — 400x),
obtidos nas biépsias realizadas nos animais
do grupo Teste e do Grupo Controle

G TEMPOS
R
U i i T 1)
P Parametros 5 min S min 1 hora 5 horas
0 Pré- Pré- Pés- Pés-
8 isquemia | reperfusiio | reperfusio | reperfusio
T
E
: CTPM 13,260 23,140 31,520 49,511
T +14,123 +13215 +15,220 | 31,655
E
(n=10)
C
0
N
T . 11,380 29,220° 31,340° 35,180
g CTPM £11,443 | £13,886 +13,866 | +15,389
L
E
(n=10)
ISQUEMIA REPERFUSAO
"p<0,05
p < 0,05

Nas amostras de tecido hepdtico estudadas, a infiltra-
¢do de PMN ocorreu no leito sinusoidal e na regifo subcap-
sular.
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DISCUSSAO

Necrose hepdtica tem sido utilizada para aferir intensi-
dade das lesdes de isquemia e de reperfusdo, em modelos
experimentais ¢ em casos clinicos.***#4*-% Determinagéo de
morte celular por necrose através de microscopia dptica tem
sido reconhecida como parimetro confidvel por nélo estar su-
jeita as ambigiiidades das alteragdes ultra-estruturais, devidas
aerros de amostragens, possiveis de ocorrer em estudos reali-
zados com microscopia eletronica.*” Contribuigdes recentes
tém levantado a possibilidade de ocorréncia de outro meca-
nismo de morte celular, representado por apoptose, que cons-
tituiria tipo de morte celular programada,** caracterizada
morfologicamente por fragmentagio nuclear e hidrélise de
DNA, com conservacio da membrana citoplasmdtica. Ativa-
¢io de apoptose tem sido demonstrada durante fase de reper-
fusiio em figados de ratos,*' havendo por isso recomendagio
para administragdo de compostos anti-apoptéticos como meio
de prevenir tal tipo de lesdo em transplante de figado.*

Os resultados do presente trabalho demonstraram ter
ocorrido nos figados dos cies do Grupo Teste, apds indugdo
da isquemia, necrose hepatocitica de intensidade varidvel
porém progressivamente maior, com diferengas estatistica-
mente significativas entre as médias dos valores desse paré-
metro, obtidos em todos 0s tempos programados para estudo
(Tabela 1). Neste Grupo, a intensidade da lesdo necrdtica
induzida alcancou valores médios de 85% na quinta hora de
reperfusdo hepatica (Tabela 1). Tempo de isquemia hepdtica
de noventa minutos de duragdo, condi¢ido de normotermia na
realizagfio do procedimento, bem como supressio das prin-
cipais vias acessérias de irrigacio do figado contribuiram,
possivelmente, para obtengdo desses resultados.

Nos animais do Grupo Controle ndo se verificou necrose
hepatocitica em qualquer dos tempos estudados (Tabela 1).
Desse modo, a comparagdo entre os dois grupos tornou evi-
dente a diferenca entre eles apds ter sido praticada a isquemia
(Tabela 1).

Na maioria dos nossos casos, a necrose verificada tinha
localizagio centrolobular. A propdsito, Parks e Granger refe-
riram que os hepatécitos da zona centrolobular do acido
hepdtico eram mais sensiveis & hipoxia.” Lesdes necrdticas
mais evidentes em torno das veias centrolobulares também
tém sido referidas, apés reperfusio, em figados de rato.*

Tem sido referido que em modelo experimental de isque-
mia e reperfusdo hepdticas, a pentoxifilina — droga de agio
protetora de microcirculagiio e de acdo anticitocinas — tem se
mostrado capaz de reduzir a necrose em nivel periportal, na
primeira hora, bem como em nivel periportal e pericentral,
na quinta hora, apds reperfusdo.* Em nosso laboratdrio,
experimentos pilotos em cdes vém sendo desenvolvidos com
utilizagiio dessa droga em modelo de isquemia e reperfusdo
hepdticas semelhante ao aqui estudado.

Quanto ao contetido de glicogénio hepdtico, este para-
metro tem sido utilizado em procedimentos que estudam

isquemia ¢ reperfusio de figado, para avaliar a extensio da
leséio hepatocelular ocorrida nesses casos e para prognosticar
funcionamento de enxerto em transplante de figado.”

Glicogénio hepdtico tem sido reconhecido como impor-
tante fonte energética, sendo admitido também como capaz
de exercer agdo protetora sobre o figado, contra lesdes de
isquemia e reperfusdo,™ sobretudo quando isto se faz neces-
sario em condigdes de anaerobiose.

A perda ou diminuig¢do de glicogénio pode ser deter-
minada pela incapacidade ou menor capacidade do tecido
hepdtico em adquirir coloragio pela agio do dcido periddico
de Schiff (PAS). Em relagfio a este pardmetro, Ontell et al, em
trabalho de isquemia e reperfusio hepaticas, realizado com
circuito extracorpdreo e in vitro, observaram que figados de
ratos submetidos & isquemia apresentavam grandes dreas de
deplegio de glicogénio.”

Estudos do conteddo de glicogénio em figados humanos
transplantados, realizados através de bidpsias feitas em dife-
rentes etapas do procedimento, demonstraram que durante a
fase de reperfusiio ocorria degradagio do glicogénio hepdtico
e que a incapacidade do figado em restaurar essas reservas,
estava associada a perda do enxerto em 85,7% dos casos.”
Nesses pacientes, avaliacdes do conteddo de glicogénio em
fragmentos de figado obtidos uma semana apés o transplante
foram admitidas como tteis para definir a faléncia do enxerto
e indicar a necessidade de retransplante,

Nos experimentos do Grupo Teste, a andlise comparativa
entre as médias dos valores do CGH, nos tempos correspon-
dentesa T, T, e T,, com amédia dos valores desse pardmetro
obtidos em T, demonstrou ter havido diminui¢des signifi-
cativas dessas médias (Tabela 2). Diferentemente, nos experi-
mentos do Grupo Controle, em qualquer dos tempos progra-
mados para estudo, ndio ocorreram alteragdes significativas
desse pardmetro (Tabela 2).

No estudo intergrupo, ficou evidente a existéncia de
diferengas estatisticamente significativas entre os experimen-
tos do Grupo Teste e os experimentos do Grupo Controle, no
que concerne ao CGH, com verificagio de significativas que-
das deste pardmetro nos figados dos animais do Grupo Teste
durante os perfodos de isquemia e reperfusdo (Tabela 2). Nas
condig¢des de trabalho utilizadas, esses resultados permitem
afirmar que tais diminuigdes foram devidas a isquemia e
reperfusio hepaticas induzidas.

Em relagdo 2 CTPMN, quando se procedeu no Grupo
Teste a andlise comparativa entre cada uma das médias dos
valores dessa contagem, obtidos nos tempos Tl, T2 e T3 ea
média dos valores desse parimetro obtidos em T,, nio foi
verificada qualquer diferenca estatisticamente significativa
(Tabela 3), resultado diverso do constatado no Grupo Controle
quando tal tipo de andlise foi realizada (Tabela 3).

No estudo intergrupo nio foram demonstradas diferengas
significativas entre cada uma das médias dos valores de
CTPMN, obtidos nos tempos programados nos cies do Grupo
Teste e as médias dos valores desse parametro obtidos, em
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tempos correspondentes, nos animais do Grupo Controle
(Tabela 3).

Grupos celulares do tipo polimorfonucleares, entre eles
os neutrofilos, tém sido considerados responsdveis, em grande
parte, pela ocorréncia de alteragdes patoldgicas que acompa-
nham a lesfio hepdtica de reperfusdo.*#*#-57 Qs PMN, na reper-
fusdo, infiltram o tecido hepitico, notadamente o leito sinu-
soidal, e af exercem suas agdes. No nosso material esta infil-
tragio ocorreu também em nivel subcapsular, podendo ter
concorrido para isto o préprio procedimento de retirada do
fragmento de figado.

Zimmerman e Granger, em trabalho de revisio de lite-
ratura, ressaltam néo haver consenso sobre participagdo dos
neutréfilos como causa ou efeito da lesiio de reperfusio, em-
bora exista tendéncia em se admitir que esta lesdio parece ser
mediada por metabdlitos reativos de oxigénio ¢ por PMN ati-
vados.®

Sobre o assunto, seria ainda oportuno referir que resulta-
dos animadores tém sido obtidos com o uso de drogas, como
a ciclosporina e o FK 506, para reduzir infiltragio de neutrd-
filos em modelos experimentais de isquemia e reperfusio he-
pdticas, 5

No Grupo Teste, no estudo intragrupo, a expectativa com
relagdo a contagem de PMN seria de aumento significativo
destas células no evolver dos experimentos, enquanto no
Grupo Controle deveria ser esperado a inexisténcia de altera-
cdes significativas deste pardmetro no periodo de avaliagio.
E possivel que diferengas significativas no Grupo Teste pudes-
sem vir a ocorrer com o aumento do nimero de cies estudados
e que as alteragdes significativas constatadas no Grupo Con-
trole viessem a ser esclarecidas com andlise de uma maior
amostra de animais.

Ficou constatado que o modelo proposto, avaliado atra-
vés da ocorréncia de NH e deple¢do do glicogénio hepitico,
¢ adequado para realizagio de estudos sobre lesdo de isquemia
e reperfusio hepadtica. :

Os resultados do presente estudo permitem concluir com
uma confianga de 95% que:

1. Foram demonstrados aumentos progressivos de inten-
sidade de NH e diminui¢des do CGH durante o periodo de
isquemia e reperfusdo do figado;

2. Nestes perfodos ndo foram comprovadas ocorréncias
de alteragdes significativas com relagdo a CTPMN no tecido
hepatico, entre os dois grupos experimentais investigados.

ABSTRACT

In the liver transplantation pathophysiology of hepatic ischaemia and reperfusion lesion is not completely understood.
Several experimental models have been used to perform studies on tissue hipoxia and reperfusion of the liver. The present
work, presents a modified model proposed to evaluate this kind of lesion. Twenty mongrel dogs, weighting 15.25 + 1.21 kg,
under general anesthesia, were referred to the following investigation groups: I. Test Group (n = 10) - Animals were
submitted (o devascularization of 70 per cent of hepatic mass during a ninety minutes period, followed by liver reperfusion.
During the time of ischaemia, splancnic venous decompression was provided through the right lateral and caudate lobes;
2. Control Group (n = 10) - The dogs were submitted to a sham operation. Liver samples were taken at 5 minutes before
ischaemia (T,), 5 minutes before reperfusion (T,) and | hour (T,) and 5 hours (T ) after hepatic reperfusion. The method
was evaluated by hepatic cells necrosis (HCN), hepatic glycogen content (HGC) and tissue polymorphonuclear cells counting
(PMNCC). The results showed with a 95 per cent of confidence that: 1. There was a progressive rise in HCN intensity and a
fall in HGC, during the hepatic ischaemia and reperfusion stages; 2. There was no evidence of significant differences in
PMNCC between the investigated groups. The verified histologic change are expression of effective HCN derived from liver

isquemia and reperfusion.

Key Words: Liver; Normothermic ischaemia; Reperfusion; Hepatic necrosis; Hepatic glycogen; Polymorphonuclear cells;

Dogs.
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